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 Avant-propos 
Avant l’utilisation des produits phytosanitaires, les systèmes de culture étaient conçus pour 
assurer le meilleur compromis entre le risque phytosanitaire et le potentiel de production de la 
culture. Cependant, les pertes en rendement des productions agricoles dues aux maladies, aux 
ravageurs et aux adventices (ou mauvaises herbes) pouvaient atteindre des proportions 
importantes (Oerke and Dehne, 1997).  
Après la seconde guerre mondiale, les pesticides ont permis le développement de l’agriculture 
et ont contribué à l’augmentation des rendements et à la régulation de la production agricole. 
De plus, certains experts estiment que l’augmentation des rendements des terres agricoles a 
permis de limiter la déforestation et donc de préserver 50% de la surface de la forêt actuelle en 
50 ans (International Workshop on Crop Protection Chemistry, 2005). L’utilisation des 
produits phytosanitaires a également limité ou éradiqué un certain nombre de maladies 
parasitaires très meurtrières. 
Cependant, aujourd’hui, les pesticides sont soupçonnés de présenter un risque pour la santé 
de l’homme et pour son environnement. Ils sont en effet fréquemment mis en cause dans la 
dégradation de la qualité des eaux douces souterraines et des eaux côtières, dans la réduction 
de la biodiversité terrestre constatée dans les zones agricoles et dans les milieux "naturels" 
contaminés ou bien encore dans des cas de surmortalité des abeilles et de baisse de production 
des ruches. Par ailleurs, de nombreuses études épidémiologiques suggèrent une corrélation 
entre l’utilisation professionnelle des pesticides et l’apparition de certaines pathologies dans 
les populations concernées. Des effets cancérigènes, neurotoxiques ou de type perturbation 
endocrinienne des pesticides ont été mis en évidence chez l'animal. La question des risques 
pour l'homme est donc posée tant au niveau professionnel qu’à celui du consommateur.  
Jusqu'à présent, les mesures prises en France concernaient surtout la santé des utilisateurs et 
la réduction des pollutions ponctuelles dues à de mauvaises pratiques. Néanmoins, 
l’utilisation des pesticides agricoles a fait objet de débat parmi les sujets abordés au cours du 
« Grenelle de l’Environnement » qui s’est déroulé en Octobre 2007 à Paris. Les principales 
décisions qui en ont découlées concernaient d’une part le retrait définitif, dans les 4 ans à 
venir, des produits phytosanitaires les plus préoccupants pour lesquels il existe de substitution 
et d’autre part la réduction de moitié de l’usage de ceux qui ne peuvent pas être substitués. Il a 
également été décidé de réaliser un état des lieux de la santé des salariés agricoles et des 
agriculteurs et de lancer un programme de surveillance épidémiologique. Ces décisions 
 viennent s’ajouter à celles prises par la réglementation européenne REACH (enRegistrement 
Evaluation et Autorisation des substances CHimiques) entrée en vigueur au cours de la même 
année. Selon cette nouvelle directive, les produits phytosanitaires contenant des substances 
extrêmement préoccupantes (Cancérigènes, Mutagènes et Reprotoxiques (CMR 1 et 2) et/ou 
bioaccumulables) devront être interdits à la vente pour un usage domestique ou dans des lieux 
publics. 
Ces feuilles de route ambitieuses devraient permettre de parvenir à réduire la contamination 
chimique de l’environnement, et par là même, limiter les effets sur la santé tant humaine 
qu’environnementale. 
Ce manuscrit est divisé en trois grandes parties ; la première partie consiste en une étude 
bibliographique sur les pesticides puis en une exposition des expériences que nous avons 
effectuées sur des cellules humaines in vitro pour tester les effets de mélanges de ces 
composés. Dans la deuxième partie, après une étude bibliographique sur l’hématopoïèse et les 
pathologies hématopoïétiques, nous exposons les résultats obtenus par une méta-analyse 
d’études épidémiologiques et nous développons les méthodes utilisées et les principaux 
résultats des études de l’effet des pesticides sur le système hématopoïétique de souris. La 
troisième partie est consacrée à la discussion générale et aux perspectives de notre travail. 
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I. Généralités :  
1. Définitions et Classification 
1.1. Quelques définitions 
Le terme "pesticides" est une appellation générique couvrant toutes les substances 
(molécules) ou produits (formulations) qui éliminent les organismes nuisibles, qu'ils soient 
utilisés dans le secteur agricole ou dans d'autres applications. La substance ou le 
microorganisme qui détruit ou empêche les organismes nuisibles de s’installer sur les 
végétaux, parties de végétaux ou produits végétaux est dénommée substance active 
(anciennement dénommée matière active), à laquelle sont associés dans la préparation un 
certain nombre de «formulants» (mouillants, solvants, anti-mousses, …) qui la rendent 
utilisable par l’agriculteur (ACTA, 2005).  
 
Les pesticides à usage agricole peuvent être désignés de différentes façons : produits 
phytosanitaires pour les firmes qui les fabriquent et les vendent, produits 
phytopharmaceutiques pour la réglementation européenne et produits agropharmaceutiques 
pour les scientifiques agronomes.  
Dans les textes relatifs à la réglementation européenne, on distingue :  
 les produits phytopharmaceutiques (au sens de la Directive 91/414/CE du 15 Juillet 
1991) : ils sont utilisés principalement pour la protection des végétaux en agriculture 
contre les attaques de champignons parasites, d’insectes, d’acariens, de rongeurs 
champêtres ou encore pour lutter contre les adventices ou "mauvaises herbes". Leurs 
utilisations peuvent s’élargir dans d'autres secteurs (sylviculture, aménagement des 
paysages et entretien des abords d'axes de transport, jardinage amateur). Le décret 
n°94-359 du 5 mai 1994 relatif au contrôle des produits phytopharmaceutiques 
désigne par produits phytosanitaires  « les substances actives et les préparations 
contenant une ou plusieurs substances actives qui sont présentes sous la forme dans 
laquelle elles sont livrées à l'utilisateur et destinées à : 
- protéger les végétaux ou les produits végétaux contre tous les organismes nuisibles 
ou à prévenir leur action ; 
- exercer une action sur les processus vitaux des végétaux, pour autant qu’il ne 
s’agisse pas de substances nutritives (par exemple, les régulateurs de croissance) ; 
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- assurer la conservation des produits végétaux, pour autant que les substances ou 
produits ne fassent pas l’objet de dispositions particulières du Conseil ou de la 
Commission concernant les agents conservateurs ; 
- détruire les végétaux indésirables, ou ; 
- détruire des parties de végétaux, freiner ou prévenir une croissance indésirable des 
végétaux ». 
 Les biocides (au sens de la directive 98/8/CE) : les produits dénommés anciennement 
« pesticides à usage non agricole » sont maintenant appelés « produits biocides ». Ils 
concernent « les substances actives et les préparations contenant une ou plusieurs 
substances actives destinées à détruire, repousser ou rendre inoffensifs les organismes 
nuisibles, à en prévenir l'action ou les combattre de toute autre manière par une action 
chimique ou biologique». Les biocides sont destinés à des usages domestiques, par 
exemple dans des applications comme la protection du bois contre les champignons ou 
les termites, les insecticides ménagers, les produits antiparasitaires (anti-acariens, 
antipuces), etc. 
  
En ce qui concerne les produits utilisés pour le jardinage, ils sont vendus séparément des 
produits à usage professionnel, étiquetés « emploi autorisé dans les jardins » depuis l’arrêté du 
23 Décembre 1999. 
 
1.2. Classification des pesticides 
Les pesticides disponibles aujourd’hui sur le marché sont caractérisés par une telle variété 
de structure chimique, de groupes fonctionnels et d’activité que leur classification est 
complexe. D’une manière générale, ils peuvent être classés en fonction de la nature de 
l’espèce à combattre mais aussi en fonction de la nature chimique de la principale substance 
active qui les compose. L’index de l’ACTA qui référence les principaux produits autorisés et 
commercialisés mentionnait 489 substances actives en 2005 et 2600 préparations 
commerciales (liste arrêtée en Juillet 2004). De plus, les variétés et les quantités utilisées 
diffèrent selon les pays où ils sont utilisés. Néanmoins, les systèmes de classification sont 
universels.  
Le premier système de classification repose sur le type de parasites à contrôler. Il existe 
principalement trois grandes familles de produits phytosanitaires selon la nature des cibles 
visées: les herbicides, les fongicides et les insecticides. À celles-ci s’ajoutent des produits 
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divers tels que les acaricides (contre les acariens), les nématicides (contre les nématodes), les 
rodenticides (contre les rongeurs), les taupicides (contre les taupes), les molluscicides (contre 
les limaces et les escargots essentiellement), les corvicides et les corvifuges (contre les 
oiseaux ravageurs de culture et surtout les corbeaux) et enfin les répulsifs.  
Le deuxième système de classification tient compte de la nature chimique de la substance 
active majoritaire qui compose les produits phytosanitaires. Les principaux groupes chimiques 
comprennent les organochlorés, les organophosphorés, les carbamates, les pyréthrinoïdes, les 
triazines et les urées substituées.  
 
 2. Autorisation de Mise sur le Marché et veille sanitaire 
2.1. Réglementation en vigueur pour l’utilisation des produits phytosanitaires  
Pour être mis sur le marché en France, chaque produit phytosanitaire doit être homologué 
sur la base de l’analyse d’un dossier complet fourni par le demandeur et expertisé par les 
instances compétentes. Cette homologation nationale a été harmonisée avec les autres Etats 
membres de l’Union Européenne à l’aide de la directive 91/414/CE. Ce texte est complété par 
la directive européenne 199/45/CE spécifiant les lois et la régulation de la classification, de la 
formulation et de la dénomination des préparations chimiques dangereuses. En France, le 
Ministère de l'Agriculture et de la Pêche délivre les autorisations de mise sur le marché 
(AMM) des produits phytopharmaceutiques. Depuis le 1er juillet 2006, en application de la loi 
d'orientation agricole du 5 janvier 2006, l'Agence Française de Sécurité Sanitaire des 
Aliments (AFSSA) est chargée de l’évaluation de la toxicité et de l'efficacité des produits 
phytopharmaceutiques et des adjuvants, préalable à cette autorisation. 
Quand un composé est synthétisé par une firme phytopharmaceutique, il est testé en premier 
lieu in vitro ou en serres sur des souches différentes de parasites puis, sur des petites parcelles. 
Si ce composé montre une efficacité intéressante, les fabricants déposent auprès du ministère 
de l'agriculture une demande d'autorisation de mise sur le marché accompagnée 
obligatoirement d'un dossier scientifique complet comportant : 
- Un dossier biologique qui renseigne sur l'efficacité agronomique de la préparation 
et la sélectivité du produit à l'égard des végétaux (absence d’effets secondaires 
inacceptables sur d’autres productions végétales voisines et sur la faune auxiliaire), 
- Un dossier toxicologique qui renseigne sur la toxicité du produit pour l'homme 
(tests de toxicité aiguë et chronique, tests de cancérogénèse, de mutagénèse, de 
reprotoxicité,...) et pour l'environnement (analyse de l’influence sur les poissons, 
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les oiseaux, les insectes, les microorganismes mais également les processus de 
dégradation dans l’eau, l’air et le sol). Suite à cet examen, les experts proposent un 
classement toxicologique et des conseils de prudence à respecter pour une 
utilisation en toute sécurité.  
Si le dossier est acceptable, une proposition d'AMM sera préparée par le Comité 
d'homologation. La décision d’autorisation de mise sur le marché est prise par le ministre de 
l’agriculture et de la pêche. Une AMM est délivrée pour un produit donné, et pour un ou 
plusieurs usages agricoles donnés. Elle sera valable 10 ans, mais elle peut être retirée à tout 
moment comme elle peut être également renouvelable.   
L’évaluation du risque d’un produit phytosanitaire pour l’homme est constituée d’une 
batterie de tests imposés par la directive 91/414/CE ; des tests de toxicité (aiguë, à court et à 
moyen terme), de mutagénèse, de cancérogénèse, et de  tests de toxicité pour la reproduction. 
a. Les tests de toxicité : les tests de toxicité aiguë (DL50 orale, DL50 cutanée et CL50 
inhalatoire chez le rat,  irritation cutanée et oculaire chez le lapin, sensibilisation 
cutanée chez le cobaye) permettent d’estimer la dose létale ainsi que les effets irritants 
ou sensibilisants d’un produit. Des tests de toxicité à court terme, comme des tests 
ADME (Absorption, Distribution, Métabolisme, Elimination) (pendant en moyenne 28 
jours d’exposition orale ou cutanée ou par inhalation chez le rat) ainsi que des tests à 
moyen terme (90 jours à 1 an, exposition orale chez le chien) sont également réalisés 
afin de déterminer des doses sans effets (NOEL= No-Observed Effect Level, 
NOAEL= No-Observed Adverse Effect Level ou Dose Sans Effet Nocif Observé 
(DSENO)) pour chaque espèce.  
b. Les tests de mutagénèse et de génotoxicité : les tests de mutagénèse sont réalisés 
chez les procaryotes (Test d’Ames) et sur des cellules de mammifères. L’étude de 
génotoxicité se fait via la réalisation des tests d’aberrations chromosomiques tels que 
des tests de clastogénèse sur des cellules de mammifères in vitro. Ces tests sont 
ensuite complétés par d’autres études de mutagénèse réalisées avec des produits de 
dégradation de la molécule mère obtenus in vitro (fraction métabolique S9) ou in vivo 
(chez le rongeur). Dans le cas d’une réponse positive, des tests complémentaires tels 
que des tests in vivo sur des cellules germinales ou de micronoyaux sur moelle osseuse 
de rongeurs, sont utilisés pour renseigner sur la nature de l’effet (risque héréditaire, 
effet direct ou indirect sur l’ADN).  
c. Les tests de cancérogénèse sont conduits sur deux espèces animales exposées par 
voie orale (2 ans chez le rat et 18 mois chez la souris). 
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d. Les tests de toxicité pour la reproduction : ces tests correspondent à des études 
réalisées sur plusieurs générations chez les rongeurs, et concernent les effets sur la 
fertilité et la gamétogénèse chez les parents ainsi que le développement pré/post-natal, 
la mortalité et la croissance des petits. De plus, les effets tératogènes ou les effets sur 
l’organogénèse suite à des expositions pendant des périodes critiques du 
développement seront également examinés chez la rate (J6-J15-J17) ou la lapine (J6-
J18). 
Suite à ces études, les substances phytosanitaires seront classées selon leur caractère CMR 
(cancérogène, mutagène, reprotoxique) pour l’homme en 3 catégories : 
o Catégorie 1 : Substance connue cancérigène ou mutagène ou toxique pour la 
reproduction chez l’homme (preuves épidémiologiques) 
o Catégorie 2 : substance assimilée à un CMR, pouvant provoquer des effets 
CMR chez l’homme (forte présomption) 
o Catégorie 3 : Effets CMR possibles chez l’homme (substances préoccupantes, 
preuves insuffisantes pour catégorie 2) 
L’ensemble de ces tests va permettre de définir les seuils toxicologiques de référence dans 
le but d’assurer la sécurité de l’opérateur et du consommateur.  
a. AOEL (Admissible Operator Effect Level) qui, en définition, fixe le niveau de danger 
acceptable pour l’opérateur (ou les professionnels). Cette dose (exprimée en mg 
substance/kg de poids corporel/j) est calculée à partir de la dose NOAEL obtenue chez 
l’animal le plus sensible (souvent rat) et selon le type d’exposition (NOAEL court 
terme pour les expositions saisonnières et NOAEL long terme pour une exposition > 3 
mois / an). Pour calculer une AOEL dermique ou inhalatoire, la valeur de la NOAEL 
sélectionnée sera divisée par un facteur de 100 pour tenir compte de l’extrapolation 
inter- et intra- espèce et par un facteur de sécurité (2 à 5) qui prend en compte certains 
effets critiques (CMR). Pour l’AOEL systémique (orale) il faudra multiplier la 
NOAEL obtenue à court terme chez l’espèce la plus sensible par un facteur de 
correction « f » (%) lié à l’absorption orale. 
b. DJA (Dose Journalière Admissible ou Admissible Daily Intake ; ADI) qui est définie 
comme un seuil de sécurité sanitaire à long terme et représente la quantité de produit 
qui peut être ingérée par un individu quotidiennement et pendant toute une vie sans 
risque pour la santé. La DJA, exprimée en mg/kg de poids corporel/j,  est fondée sur la 
valeur NOAEL obtenue après des tests à long terme chez l’espèce animale la plus 
sensible (rat ou souris) à laquelle on applique généralement des coefficients de 
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variabilité inter- et intra- espèces (NOAEL/100) et un coefficient de sécurité 
supplémentaire (de 1 à 10) qui prend en compte d’éventuels effets critiques (s’il n’y a 
pas d’effet critique la DJA sera égale à NOAEL/100). 
c. ARfD (Acute Reference Dose ou dose de référence aiguë) qui est établie comme étant 
un seuil toxicologique de référence pour les expositions à court terme. La ARfD 
(exprimée en mg/kg de poids corporel/j) est définie comme la quantité la plus élevée 
de produit pouvant être ingérée sur une très courte durée (une journée ou un repas) 
sans risque aigu appréciable pour le consommateur. Ce concept remonte à l’année 
1997. Cette valeur est en général supérieure à la DJA.  Elle sera égale à la DJA 
uniquement si la valeur de NOAEL à court terme est égale à la valeur de la NOAEL à 
long terme.  
d. LMR (Limites Maximales de Résidus) qui sont définies pour les cultures autorisées au 
traitement. Les LMR (mg de substance/kg de produit agricole) sont établies par les 
autorités en fonction de l’évaluation des résidus trouvés au cours d’essais aux champs, 
basés sur les Bonnes Pratiques Agricoles (BPA). D’autre part, l’ensemble des LMR 
fixées pour les denrées végétales, les denrées animales et l’eau doit conduire au 
respect de la DJA et de l’ARfD de chaque substance évaluée afin d’éviter tout risque 
inacceptable de toxicité aiguë ou chronique. Contrairement aux aliments courants, les 
aliments infantiles sont soumis provisoirement à une LMR unique de 0,01 mg/kg 
dans le produit fini.  
 
Une base de données nommée AGRITOX, créée à l’origine par l’INRA et actuellement 
maintenue par l’AFSSA, fournit pour chaque substance active phytopharmaceutique 
homologuée les propriétés physiques et chimiques, la toxicité (e.g, DL50), l'écotoxicité, le 
devenir dans l'environnement et les données réglementaires (LMR, DJA, DSENO, ...) qui 
proviennent en grande partie des dossiers d’AMM.  
 
2.2. Veille toxicologique 
En France, la surveillance des résidus de pesticides dans les denrées d'origine animale, est 
gérée par la Direction Générale de l'Alimentation (DGAl) du Ministère de l'Agriculture, de la 
Pêche et de l'Alimentation. Quant à la surveillance des denrées végétales, deux instances sont 
impliquées : i) la Direction Générale de la Consommation de la Concurrence et de la 
Répression des Fraudes (DGCCRF) du Ministère de l'Economie, des Finances et de 
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l'Industrie, et ii) les Services Régionaux de la Protection des Végétaux (SRPV) de la DGAl du 
Ministère de l'Agriculture. La DGCCRF veille à l'application des exigences réglementaires et 
mène des actions répressives et la DGAl a aussi une mission de conseil aux agriculteurs.  
L’utilisation des pesticides peut entraîner la présence de résidus dans les denrées végétales 
récoltées et dans les aliments d’origine animale mais également dans l’eau de distribution. 
C’est l'Institut Français de l'Environnement (IFEN) qui est chargé d’établir des bilans 
réguliers de surveillance des niveaux des pesticides dans les eaux en collaborant avec des 
réseaux divers tels que les Agences de l’eau, les Directions Départementales des Affaires 
Sanitaires et Sociales (DDASS), la Direction Régionale de l’Environnement (DIREN) et la 
Direction Générale de la Santé (DGS). Quant à la surveillance des pesticides dans l’air en 
France, un certain nombre d’Associations Agréées de Surveillance de la Qualité de l'Air 
(AASQA) ont mis en place dès l’an 2000 certaines campagnes de mesure. Par ailleurs, une 
base de données dite « BASOL » gérée par le Ministère de l’Écologie et du Développement 
Durable français recense les sols à pollution « concentrée » sur lesquels sont ou étaient 
implantées des industries produisant, ayant produit ou stockant des composés 
phytopharmaceutiques.  
 
3. Quantités de pesticides utilisées en France et dans le monde 
Pour traiter le thème de l’utilisation des pesticides il est nécessaire de se référer à des 
rapports d’études publiés par différents organismes privés (European Crop Protection 
Association  (ECPA), Union des Industries de la Protection des Plantes (UIPP), et ses 
homologues dans les autres pays européens), ou publics (Ministères, Commission des 
Communautés Européennes, Food and Agriculture Organization (FAO), …).  
 
3.1. Evolution des tonnages des pesticides utilisés en France   
Dès 1969, les risques potentiels pour la santé des pesticides organochlorés ainsi que leur 
grande rémanence dans l’environnement ont entraîné des restrictions d’emploi quant à leur 
utilisation. En France, l’alpha-HCH a été interdit d’utilisation en 1972 ; la dieldrine et 
l’aldrine ont été retirées du marché, respectivement en 1989 et 1994 ; le Mirex en 1990 ; le 
lindane a été retiré du marché et interdit d’emploi en 1998 ; quant au chlordécone, sa 
commercialisation a été suspendue puis définitivement interdite le 1er Février 1990 (BASAG, 
2005).  
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Figure 1 : Répartition mondiale des produits phytosanitaires par catégories de produits 
utilisés en 2005 (Données de l’UIPP). (Les produits divers concernent les acaricides, 
nématicides, rodenticides, …). 
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Figure 2 : Utilisation des trois grandes familles de pesticides en Europe en 2006.  
Exemple des cinq premiers utilisateurs parmi les Etats membres (en millions d’euros, données 
de l’ECPA). 
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L’évolution des tonnages de pesticides utilisés pour l’agriculture est assimilée à l’évolution 
des ventes de matières actives. Une forte augmentation des quantités totales de substances 
actives vendues au début des années 80 traduit l’apparition des premiers fongicides de 
synthèse. Suivent ensuite des utilisations relativement stables jusqu’au début des années 1990. 
Le changement majeur de la politique agricole commune en 1992 a entraîné une importante 
diminution des utilisations totales des pesticides (de l’ordre de 20%) surtout des herbicides et 
dans une moindre mesure des fongicides. De 2001 à 2003 certains produits ont vu leur 
utilisation interdite (certaines triazines comme l’Atrazine ou la Simazine) ou leur dose 
maximale limitée (urées substituées comme l’Isoproturon ou le Diuron dont la dose maximale 
est passée de 1800 g/ha à 1200 g/ha). Parallèlement, une forte augmentation de l’usage de 
nombreuses matières actives utilisées à de  très faibles dosages à l’hectare (quelques grammes 
ou quelques dizaines de grammes) a été observée, notamment dans les familles des 
sulfonylurées pour les herbicides et les pyréthrinoïdes de synthèse pour les insecticides 
(INRA-Cemagref, 2005).  
 
3.2. Utilisation des pesticides dans les pays de l’Union Européenne et dans le monde  
D’après les données de l’UIPP (Figure 1), les herbicides sont les pesticides les plus utilisés 
dans le monde toutes cultures confondues (47 % du tonnage mondial en 2005). Apparaissent 
ensuite, à utilisation égale, les insecticides (25%) et les fongicides (24%) (Figure 1). 
La France est le quatrième
 
producteur mondial de produits phytosanitaires (utilisés à plus de 
90% pour l’agriculture) après les Etats-Unis, le Japon et le Brésil (UIPP, 2006). En revanche, 
la France est de loin le premier
 
utilisateur en Europe en volume total avec 71600 tonnes de 
substances actives en 2006 (Figure 2). La première place occupée par la France s’explique par 
son importante surface agricole, laquelle représente plus de la moitié du territoire national et 
les usages agricoles représentant plus de 90% de l’utilisation totale. Les quantités totales 
utilisées ne sont pas proportionnelles à la Surface Agricole Utile (SAU) du pays. Ainsi, par 
hectare de terre cultivée, la France est classée au quatrième rang européen après les Pays-Bas, 
la Belgique et l’Italie et devant le Royaume-Uni (Plan interministériel, 2006-2009). Les pays 
les plus "consommateurs" à l’hectare de surface cultivée sont ceux chez lesquels les systèmes 
de production sont fortement orientés vers l’horticulture et le maraîchage (Pays-Bas, 
Belgique).  
Le profil de pesticides utilisés en Europe varie selon les pays : très peu de fongicides et 
d’insecticides dans les pays "froids" (Suède, Finlande, Danemark et Irlande). Au contraire la 
  
 
 
 
 
Figure 3 : Mécanismes de transferts et de transformations des pesticides dans les milieux 
de l’environnement (d’après le schéma conceptuel du CORPEN, INERIS 2005). 
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consommation de ces catégories est élevée dans les pays d’Europe du sud (Italie, Espagne, 
Portugal, Grèce et France), du fait notamment de l’importance des cultures légumières, de 
l’arboriculture et de la vigne (ECPA, données 2006).  
 
4. Problèmes de pollution diffuse et de contamination 
4.1. Avant propos 
L’utilisation des produits phytosanitaires a permis d’augmenter considérablement les 
rendements agricoles en réduisant les pertes dues aux ravageurs des cultures, mais cela n’a 
pas été sans contre partie. En effet, c’est en 1962, aux Etats-Unis, que la biologiste réputée 
Rachel Carson dénonça pour la première fois, dans un ouvrage nommé «Le Printemps 
Silencieux» (Carson, 1962), la toxicité liée aux organochlorés. Cet ouvrage déclencha un 
renversement dans la politique nationale envers les pesticides. Par la suite, des études ont 
démontré l’accumulation des organochlorés dans l’environnement et la chaîne alimentaire. 
Par ailleurs, dans les années 70, des premiers travaux ont montré que les produits 
phytosanitaires peuvent aussi être transférés vers les eaux de surface et les eaux de profondeur 
(Schiavon and Jacquin, 1972; Schiavon and Jacquin, 1973). Ceci enclenche une prise de 
conscience des pouvoirs publics dans le monde. En 1972, les organochlorés sont interdits 
d’utilisation aux Etats-Unis et en Europe et une réglementation concernant spécifiquement les 
produits phytosanitaires est mise en place dans les années 80. 
4.2. Devenir des produits phytosanitaires dans l’environnement  
Malgré un souci croissant de protection de l’environnement, lors de l’utilisation des produits 
phytosanitaires, une certaine quantité de ces substances se retrouve dans l’environnement, 
principalement dans l’air par dérive sous forme de gouttelettes ou sur le sol (Pimentel, 1995). 
Ils peuvent alors être soumis à différents processus (Figure 3) (INERIS, 2005): 
- la photo-dégradation (Marcheterre et al., 1988) ; 
- la dégradation par le phénomène d’hydrolyse aqueuse (Wolfe et al., 1990) ou de 
biodégradation grâce aux micro-organismes présents dans le sol (Colin, 2000) ; 
- la rétention dans le sol jusqu’à la formation de résidus liés (adsorption) (par exemple 
l’accumulation des fongicides à base de cuivre dans les sols) ; 
- le transport vers d’autres compartiments environnementaux par des processus 
physicochimiques (volatilisation) ou via un vecteur, l’eau par lixiviation ou ruissellement ou 
les particules de sol (désorption) (Van Der Werf, 1996). 
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4.2.1. Contamination des eaux  
Une des conséquences environnementales majeures de l’agriculture intensive actuelle est la 
dégradation de la qualité des eaux. Cette dégradation se traduit, pour les eaux de surface 
comme pour les eaux souterraines, par une pollution liée à la dissémination des intrants 
agricoles que sont les produits phytosanitaires, les engrais minéraux azotés et phosphatés ou 
encore les effluents d’élevage. Les pesticides peuvent facilement pénétrer dans le sol et les 
sources d'eau. Différents auteurs ont mis en évidence des contaminations de produits 
phytosanitaires dans les eaux de surface et de profondeur de bassins viticoles (Lennartz et al., 
1997; Louchard et al., 2001). 
Le premier bilan national de la présence de pesticides dans les eaux en France a été réalisé par 
IFEN en 1998. Depuis, à la demande du ministère de l’environnement, l’IFEN établit un bilan 
régulier de la contamination des eaux par les pesticides. Les données compilées par l’IFEN 
émanent de réseaux de suivi divers : DIREN, DGS, Directions Départementales des Affaires 
Sanitaires et Sociales (DDASS), agences de l’eau,… 
Le dernier constat dressé pour la France, montre des signes clairs et significatifs d’une 
contamination des eaux de surface, souterraines et côtières ; 91 % des points de mesure des 
cours d’eau (rivières) en France montrent la présence de pesticides et 36 % ont une qualité 
moyenne à mauvaise (IFEN, 2007). Dans les eaux souterraines, 55% des points de mesure 
montrent la présence de pesticides et 25 % nécessitent un traitement spécifique d’élimination 
des pesticides afin d’être utilisés pour la production d’eau potable (IFEN, 2007). La 
contamination par les pesticides est le plus souvent un phénomène irrégulier. Il est à noter que 
des pics de concentration sont fréquemment observés dans les quelques heures qui suivent les 
épisodes pluvieux (Schulz, 2001; Neumann et al., 2003) et que la contamination des eaux de 
surface est d'autant plus élevée que la surface des bassins versants est faible (Schulz, 2004). 
Par ailleurs, dans certaines régions, une part significative de la contamination des eaux peut 
parfois provenir du dépôt de substances transportées par voie aérienne (Blanchoud et al., 
2002) ou beaucoup plus fréquemment découler d'usages autres qu'agricoles, qu'il s'agisse du 
désherbage des infrastructures de transport ou industrielles, des parcs et jardins ou bien 
d'utilisations domestiques (Gerecke et al., 2002; Revitt et al., 2002; Schiff et al., 2002; 
Blanchoud et al., 2004). 
 
Chapitre 1 : Etude bibliographique sur les pesticides 
 
 13 
4.2.2. Contamination de l’air 
Air extérieur 
La présence de pesticides est observée dans toutes les phases atmosphériques en 
concentrations variables dans le temps (avec parfois un caractère saisonnier, en lien avec les 
périodes d’application) et dans l’espace (selon la proximité des sources). L’air et l’eau 
pouvaient être contaminés, de manière locale, mais aussi à distance des lieux de traitement. 
Cette contamination est chronique. Des composés peu volatils ou interdits ont parfois été 
observés. Dans le cas spécifique de traitements en serre, des concentrations élevées ont pu 
être observées juste après l’application et malgré une décroissance, ces concentrations 
peuvent rester à un niveau significatif pendant plusieurs jours après le traitement.  
En France, aucune norme spécifique ne réglemente la surveillance des pesticides dans l'air 
ambiant, et il n’existe pas de réseau national de surveillance de la qualité de l’air pour les 
produits phytosanitaires. Toutefois, un certain nombre d’Associations Agréées de 
Surveillance de la Qualité de l'Air (AASQA) ont mis en place des campagnes spécifiques de 
mesure des pesticides dans l'air en France métropolitaine, notamment dans le cadre de projets 
soutenus par l’Agence de l’Environnement et de la maîtrise de l’Energie (ADEME).  
Afin d'améliorer la qualité des mesures et d’harmoniser le choix des molécules et les 
méthodologies de surveillance, les AASQA s’appuient sur l’aide de conseils d’experts 
(Laboratoire Central de Surveillance de la Qualité de l’Air (LCSQA), Laboratoire National 
d’Essai (LNE), l’Ecole des Mines de Douai et l'Institut National de l’Environnement 
Industriel et des Risques (INERIS)). Près d'une centaine de sites différents ont été 
échantillonnés et les résultats permettent de mettre en évidence l'influence des périodes de 
traitement sur les concentrations observées mais aussi celle des pratiques phytosanitaires à 
proximité des points de mesures. Des différences significatives étaient également observées 
entre les différentes zones agricoles : grandes cultures et céréales, arboriculture, viticulture, ...  
Les documents rapportant l’ensemble des mesures obtenues dans les différents départements 
français sont consultables sur le site de l’Observatoire des Résidus de Pesticides (ORP).  
 
Air intérieur 
Les pesticides peuvent contaminer l’air intérieur non seulement suite à leur application ou 
leur stockage dans les logements mais également du fait du transport des produits utilisés à 
l’extérieur (agriculture, jardins, parcs) par l’intermédiaire des chaussures, des vêtements, des 
animaux domestiques ou par l’air. Il existe très peu de programmes de recherche dans le 
domaine de la qualité de l’air intérieur. Récemment, l’INERIS a réalisé, en collaboration avec 
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la Faculté des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques de l’Université Paris V, une 
campagne de mesure évaluant l’exposition d’enfants franciliens à certains pesticides présents 
dans l’environnement intérieur. Baptisée EXPOPE, l’étude a été menée sur 130 enfants âgés 
de 6 et 7 ans et répartis en Ile-de-France. Des multiples prélèvements ont été effectués (air, 
poussières sur les sols du domicile, des résidus cutanés et des recueils d’urines) et les mesures 
ont porté sur 31 composés actifs parmi lesquels des insecticides, herbicides ou fongicides 
sélectionnés en fonction de leur utilisation, de leur toxicité et de leur rémanence. Les résultats 
ont montré qu’au moins un produit de type pesticide était présent dans 94% des foyers ; En 
premier lieu des insecticides (93% des cas), notamment des pyréthrinoïdes (88.5%) et des 
organophosphorés (39%), suivis par des fongicides pour plantes (30% des cas) et des 
herbicides (32% des cas). Parmi les pesticides les plus fréquemment retrouvés dans l’air 
figure le lindane (dans 88% des logements), un insecticide neurotoxique, bien qu’interdit de 
tout usage en France (Bouvier et al., 2006).  
 
4.2.3. Contamination des sols 
La contamination des sols par différentes substances, dont les pesticides, a été reconnue 
comme l'une des principales menaces qui pèsent sur les sols européens (CEC, 2002). 
Les pesticides dans les sols peuvent provenir des activités agricoles mais également des 
activités d’entretien des espaces verts et jardins ou de désherbage des réseaux routiers et 
ferrés. La vitesse d’infiltration des pesticides dans le sol dépend du sol (humidité, taux de 
matière organique, pH) et du pesticide. Par ailleurs, il n'existe pas de dispositif équivalent à 
ceux relatifs à l’eau et à l’air pour la caractérisation de la contamination des sols par les 
pesticides, que ce soit en France ou dans les autres pays d’Europe.  
Il est connu que les insecticides organochlorés sont assez persistants dans l’environnement et 
certains, bien qu’interdits d’usage peuvent rester présents dans le sol pendant plusieurs années 
(lindane, alpha-HCH). A l’heure actuelle les insecticides utilisés (organophosphorés, 
pyréthrinoïdes, carbamates et autres) se dégradent rapidement, par contre les herbicides sont 
assez persistants dans les sols et leurs produits de dégradation sont souvent stables.  
La pollution chronique par certaines substances minérales persistantes (cuivre dans les 
fongicides employés en viticulture) (Chaignon et al., 2003) et l'existence éventuelle de 
"résidus liés" (non extractibles par les méthodes classiques d'analyse) pose la question du 
risque environnemental à long terme (Barraclough et al., 2005), notamment dans le cas d'une 
réallocation des terres agricoles à d'autres usages. Ce risque est illustré par le cas du 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4 : Modes d’exposition de l’homme et des milieux par les pesticides (CPP, 2002). 
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chlordécone, utilisé de 1972 à 1993 en Guadeloupe et Martinique pour la lutte contre le 
charançon de la banane ; resté stocké dans les sols, il pollue depuis plusieurs années les eaux 
et peut contaminer les productions dans certaines zones (INRA-Cemagref, 2005). 
D’autres sources de contamination des sols proviennent des industries produisant et/ou 
procédant au stockage des substances phytosanitaires. En France, le Ministère de l’Ecologie et 
du Développement Durable a la charge de la définition des politiques publiques en matière de 
sols pollués, que les pollutions soient d’origine naturelle ou anthropique et qu’elles soient 
liées ou non à une installation classée. Une base de données dite « BASOL » recense les sites 
à pollution « concentrée » sur lesquels sont implantées des industries produisant, ayant 
produit ou stockant des composés phytopharmaceutiques ou d’anciennes décharges. 
 
5. Les possibles modes d’expositions  de l’homme aux pesticides 
5.1. Introduction 
Les pesticides sont utilisés, non seulement dans l’agriculture, mais aussi par divers autres 
acteurs (industries, collectivités territoriales) ainsi qu’en usage domestique et vétérinaire. Des 
problèmes de résidus dans les légumes, les fruits, les vins, etc., sont aussi mis en évidence.  
L’exposition aux pesticides se caractérise donc par une multiplicité des voies d’exposition, 
ces substances pouvant pénétrer dans l'organisme par contact cutané, par ingestion et par 
inhalation. La grande variété de produits rend difficile l’évaluation des expositions des 
populations, qu’il s’agisse de la population exposée professionnellement (agriculteurs ou 
manipulateurs), ou de la population générale. La figure 4 résume les possibles modes 
d’exposition de l’environnement et de l’homme aux pesticides. 
 
5.2. Mesure de l’exposition 
La diversité des produits et des pratiques et l’évolution des matières actives entraînent des 
difficultés méthodologiques considérables qui limitent l’estimation de l’exposition aux 
pesticides. Par ailleurs, la mesure des expositions peut être influencée par les situations 
exceptionnelles, voire accidentelles. Il est difficile de dissocier les effets propres à chaque 
substance active ; les produits sont souvent utilisés en mélange et les formulations peuvent 
aussi contenir d’autres produits toxiques (adjuvants ou autres « formulants ») (Zeljezic et al., 
2006).  
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Certains outils permettant d’estimer les expositions aux pesticides ont été décrits :  
- des outils biologiques ; tels que le dosage direct des pesticides ou de leurs métabolites dans 
les compartiments biologiques (e.g, urines), ou la recherche d’effets précoces (génotoxicité) ;  
- des modèles prédictifs, surtout appliqués aux professionnels, prenant en compte les 
méthodes d’application, les moyens de protection, …  
- la reconstitution des expositions anciennes au moyen de matrices activités-expositions 
construites idéalement par type de culture et par région.  
 
5.3. Exposition professionnelle 
L’exposition professionnelle concerne essentiellement les personnes manipulant les 
produits, au moment de la préparation, de l’application et du nettoyage des appareils de 
traitement. Les agriculteurs constituent une population particulièrement exposée qui forme un 
groupe sentinelle pour l’observation d’éventuels effets des pesticides. Cependant, les données 
des bilans de surveillance systématique (par les mutuelles agricoles par exemple) ne portent 
souvent que sur des manifestations toxiques aiguës ou subaiguës. Dès lors, d’une part, une 
partie non négligeable de la population exposée (exploitants non salariés, saisonniers, 
bûcherons, floriculteurs, etc.) n’est pas prise en compte et, d’autre part, les effets chroniques 
ne peuvent être relevés systématiquement. De plus, l’exposition professionnelle aux pesticides 
des agriculteurs est très variable et complexe selon les exploitations agricoles. Elle est le plus 
souvent saisonnière et correspond à une succession de journées d’utilisation de produits 
chimiquement différents au cours de la saison et souvent également au cours d’une même 
journée (CPP, 2002). La reconstitution de l’exposition est également compliquée par 
l’évolution des pratiques agricoles au cours du temps. En général, l’exposition est 
essentiellement cutanée, à moindre mesure aérienne et secondairement orale (repas, tabac,… 
sur le lieu de travail). L’absorption des pesticides par la peau est révélée comme la voie 
d’exposition la plus significative en milieu agricole (Jakubowski and Trzcinka-Ochocka, 
2005). Par ailleurs, bien que les équipements de protection individuelle (gants, masques, 
combinaisons) constituent les principales mesures de prévention mises en œuvre afin de 
réduire l’exposition des professionnels, une étude menée en France, a mis en évidence une 
insuffisance de l’efficacité de ces équipements. L’étude nommée PESTEXPO (Baldi et al., 
2006) visant à caractériser l’exposition et la contamination réelle des viticulteurs par des 
produits phytosanitaires (des fongicides dithiocarbamates), a montré que le port d'une 
combinaison de protection n’évitait pas totalement la contamination cutanée des opérateurs. 
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Par contre, la contamination orale était relativement très faible. Cette problématique permet 
d’une part de constater que des efforts sont encore à faire au niveau national pour améliorer 
les mesures de prévention et d’autre part de montrer l’importance de la voie cutanée comme 
voie d’exposition critique au niveau professionnel.  
Afin d’améliorer la surveillance et la connaissance quant aux risques de l’exposition 
professionnelle en milieu agricole certains organismes (gouvernementaux et régionaux) ont 
tenté de développer des matrices d’exposition aux pesticides des professionnels en milieu 
agricole en France. Par exemple, l’InVS (Institut de Veille Sanitaire) a mis en place, en 
partenariat avec d’autres organismes (chambre d’Agriculture, services régionaux de 
protection des végétaux, laboratoires de recherche (Inserm),..) le programme MATPHYTO 
qui développe des matrices cultures-expositions aux produits phytosanitaires par familles 
chimiques et matières actives spécifiques. Chaque matrice renseigne également sur trois 
indices d’exposition : la probabilité, la fréquence et l’intensité (dose moyenne) d’utilisation 
d’un produit à une période donnée par un agriculteur. Les applications de ces matrices 
permettront de décrire la prévalence des expositions, d’aider à l’identification des expositions 
professionnelles passées pouvant être utile à la prise en charge médico-sociale ou encore 
d’aider à l’évaluation individualisée des expositions lors d’études épidémiologiques. Plus 
récente, une matrice activités-expositions construite dans le cadre de l'étude PESTIMAT 
facilitera la compréhension des expositions en vue des études épidémiologiques portant sur 
les pathologies professionnelles, en particulier les cancers, et elle présentera également un 
grand intérêt comme guide à l'usage des praticiens de médecine du travail (nature des 
expositions des patients). En effet, l’étude PESTIMAT a permis de développer un outil de 
mesure quantitatif et qualitatif de l’exposition aux pesticides (ponctuelle pendant une période 
donnée ou pendant toute la vie professionnelle pour un type de pesticide) en répertoriant les 
produits phytosanitaires utilisés depuis les années 1950 en France par croisement de trois 
types de sources : la réglementation (ou homologation ; Ministère de l’agriculture, ACTA), 
les recommandations (avertissements, groupements des agriculteurs) et les utilisations 
(calendriers de traitement des agriculteurs, UIPP). 
5.4. Exposition non professionnelle  
L’ensemble de la population peut être exposé aux pesticides lors des usages domestiques ou 
d’entretien des jardins mais surtout à des résidus de ces pesticides au travers de son 
environnement (eau, air, particules en suspension, poussières) et de son alimentation. Les 
chiffres de l’OMS indiquent que la contamination des aliments par les pesticides est la voie 
  
 
 
 
 
 
Figure 5 : Suivis des résidus de pesticides dans les fruits, les légumes et les céréales en 
Europe entre 1996 et 2005 (rapport de la Commission Européenne en 2007). 
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d’exposition de loin la plus importante. Les évaluations de risque attribuent 90% de 
l’exposition à l’alimentation contre 10% à l’eau. Le dernier rapport de la commission des 
communautés européennes concernant le suivi des résidus des pesticides dans les produits 
végétaux (Commission of the European Communities, 2007) donne un aperçu de l’état de 
contamination par ces produits dans les 25 Etats membres (+Norvège, Islande et 
Liechtenstein). Les principaux résultats montrent la présence de résidus détectables avec des 
niveaux inférieurs aux LMR dans 43% et supérieurs à ces limites dans 5% des 57334 
échantillons de fruits, légumes et céréales analysés.  Les échantillons testés provenaient en 
majorité de produits de l’Union Européenne (76%) mais également de produits importés 
(21%), le reste étant d’origine inconnue (2,7%) (Commission of the European Communities, 
2007).  
La figure 5 donne une idée sur l’évolution des résultats en matière de résidus de pesticides 
dans les fruits, légumes et céréales entre 1996 et 2005 en Europe. Globalement, les 
pourcentages des échantillons non conformes variaient de 3% en 1996 à 5.5% en 2003 
précédant une légère diminution des produits non-conformes en 2004 et 2005 (5%). 
En France, le programme de surveillance des résidus de pesticides dans les produits 
d’origine végétale  effectué par la DGCCRF en 2003 a conduit à l’analyse de 3375 
échantillons de fruits, légumes, céréales et produits transformés. Les résultats montrent que 
les Limites Maximales des Résidus (LMR) ont été dépassées dans 6,5% des fruits et légumes 
et 20% dans les salades et les plantes racines tropicales. D’une manière plus précise, les 
échantillons « non-conformes » concernaient 7% des légumes et 5,5%  des fruits. Cependant, 
les céréales et les produits céréaliers n’ont pas présenté de résidus en quantité supérieure à la 
réglementation en vigueur (100% conformité). Sur l’ensemble des échantillons, les molécules 
le plus souvent trouvées sont des insecticides et des fongicides. Une enquête plus récente 
effectuée entre Décembre 2006 et Février 2007 sur les résidus de pesticides dans la salade 
d’hiver (223 échantillons d’origine française ou étrangère) fait apparaître ce produit comme 
l’un des végétaux où le pourcentage de non-conformité est particulièrement élevé avec 
19,82% de prélèvements « non-conformes ».  
Quant aux denrées d’origine animale, un maximum de 1% des analyses sur les prélèvements 
réalisés en France par la DGAl en 2004 ont été non conformes. Les seules matrices où des 
non-conformités ont été observées sont les poissons d’élevage et les animaux de boucherie.  
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5.5. Exposition de l’enfant 
L’exposition de l’enfant aux pesticides peut avoir lieu très tôt, in utero via le placenta suite 
à l’exposition de la mère (Saunders et al., 2004), mais également après la naissance, soit 
directement par exposition aux contaminations domestiques (pesticides utilisés dans la maison 
ou le jardin ou habiter dans une zone agricole) (EEA and WHO, 2002) ou via le lait maternel 
(WHO, 2004; Jurewicz et al., 2006) et l’alimentation (CEC, 2002; Jurewicz et al., 2006), soit 
indirectement pour les enfants de parents professionnellement exposés (e.g, agriculteurs). Il 
est à noter que l’alimentation a été montrée comme une source d’exposition majeure des 
enfants aux pesticides organophosphorés (Lu et al., 2006; Lu et al., 2008). Quant aux 
pesticides organochlorés, ils seront essentiellement transmis via le lait maternel (Campoy et 
al., 2001). En effet, selon une étude réalisée en Allemagne, les concentrations de composés 
organochlorés (dont le DDT) sont très significativement supérieurs (p<0.0001) dans les 
sérums de nouveau-nés allaités par rapport à ceux recevant du lait commercial (par exemple, 
1,05µg/L versus 0,18µg/L pour le DDT) (Lackmann et al., 2004).  
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II. Effets des pesticides sur la santé chez l’homme 
1. Effets cancérigènes 
1.1. Cancers de l’adulte - Exposition professionnelle 
Etat des lieux 
Chez les agriculteurs, malgré une espérance de vie plutôt supérieure à la moyenne du fait 
d’une sous-mortalité par maladies cardiovasculaires et par cancer en général, la mortalité et 
l’incidence de certains types de cancers sont augmentées par rapport à la population générale. 
Bien que de nombreuses études épidémiologiques suggèrent que cette augmentation serait 
corrélée avec l’exposition aux pesticides, cette relation reste toujours confuse et non 
conclusive.  
 
 Les pour 
Dans plusieurs études épidémiologiques une association significative avec l'utilisation des 
pesticides a été retrouvée pour certaines localisations tumorales telles que les cancers des 
lèvres, de la prostate, de l’estomac, des reins, du cerveau, mais également la plupart des 
cancers du système hématopoïétique (leucémies, myélomes multiples et surtout les 
lymphomes non hodgkiniens), le mélanome cutané et les sarcomes des tissus mous (Van 
Leeuwen et al., 1999; Blair et al., 2001; Buzio et al., 2002; Hardell et al., 2002; Hu et al., 
2002; Mills and Yang, 2003; Alavanja et al., 2004; Baris et al., 2004; McCauley et al., 2006; 
Van Maele-Fabry et al., 2006; Provost et al., 2007). D’autre part, des études de corrélations 
géographiques (ou écologiques) ont suggéré des associations entre l’exposition 
environnementale (habitations dans des zones polluées ou agricoles) et l’augmentation du 
risque de mortalité par cancer (tumeurs cérébrales, tumeurs du système hématopoïétique et de 
la vessie) (Viel and Richardson, 1991; Viel and Richardson, 1993; Viel and Challier, 1995; 
Viel et al., 1998; Lee et al., 2008b). De plus, il a été suggéré que certains cancers (le cancer 
des seins) pourraient être liés à l’exposition à certaines familles de pesticides (les 
organochlorés, en particulier le DDT) (Romieu et al., 2000; Wolff et al., 2000). 
Dans une revue de la littérature portant sur l’association entre l’exposition chronique aux 
pesticides et le cancer, Bassil K.L. et al. ont observé qu’il existe une association positive 
significative entre l’augmentation du risque des leucémies, des lymphomes hodgkiniens et de 
certaines tumeurs solides en particulier les cancers du cerveau et de la prostate et l’exposition 
chronique (professionnelle ou domestique) aux pesticides (Bassil et al., 2007). 
Chapitre 1 : Etude bibliographique sur les pesticides 
 
 21 
Nous avons effectué une méta-analyse de 13 études cas-témoin publiées entre 1990 et 2005 et 
concernant la relation entre l’exposition professionnelle aux pesticides et le risque 
d’apparition de cancers hématopoïétiques. Les détails concernant la démarche, la 
méthodologie appliquée et les principaux résultats sont décrits dans l’article 2 de ce manuscrit 
de thèse. Nos résultats ont montré que l’exposition professionnelle aux pesticides augmente 
significativement le risque de développement de cancers hématopoïétiques en particulier des 
lymphomes non hodgkiniens et suite à des expositions supérieures à 10 ans.  
 
 Les contre 
Malgré les nombreuses études et méta-analyses suggérant une association positive entre 
l’utilisation des pesticides et l’apparition des cancers, plusieurs études remettent en question 
cette relation de causalité et évoquent des causes de la fragilité des conclusions obtenues 
(Lopez-Cervantes et al., 2004; Alavanja et al., 2007; Bassil et al., 2007; Cohn et al., 2007; 
Mink et al., 2008; Salehi et al., 2008). L’hétérogénéité et l’absence de concordance entre les 
données épidémiologiques concernant cette relation ont été également évoquées par Bofetta 
P. qui conclut qu’aucun cas de cancer ne pourrait être attribué à une exposition, 
professionnelle ou non professionnelle, aux pesticides (Boffetta, 2006). 
Une récente revue a montré que les résultats obtenus dans 13 études épidémiologiques (dont 8 
cohortes) sont insuffisants et ne permettent pas de conclure quant à une augmentation du 
risque de cancer de la prostate suite à l’exposition professionnelle aux pesticides. Les auteurs 
soulignent également le fait que bien que les données disponibles tendent vers une association 
positive, aucune ne montre une augmentation du risque dépendante de l’augmentation de 
l’exposition ou de la durée (Mink et al., 2008). 
Malgré la forte significativité de l’association entre l’exposition professionnelle aux pesticides 
et l’augmentation des leucémies myéloïdes (risque relatif ; RR entre 6,32 et 6,99), obtenue par 
Van Maele-Fabry et al. dans deux larges méta-analyses, les auteurs soulignent l’insuffisance 
de données ne permettant pas de conclure quant au pesticide ou à la famille de pesticides 
responsable de l’effet (Van Maele-Fabry et al., 2007; Van Maele-Fabry et al., 2008).  
 
 Des indicateurs 
Bien que la corrélation entre l’utilisation des pesticides et l’incidence de certains cancers ne 
soit pas clairement établie, des études cytogénétiques montrent l’existence, chez les 
utilisateurs des pesticides, de perturbations génétiques en relation avec le cancer. 
Globalement, ces études ont montré une augmentation de la fréquence des dommages à 
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l’ADN (Lebailly et al., 1998; Garaj-Vrhovac and Zeljezic, 2000; Simoniello et al., 2008), des 
aberrations chromosomiques (e.g, cassures, translocations) (Lander et al., 2000; Roulland et 
al., 2004; Sailaja et al., 2006; Muniz et al., 2008) de la présence de micronoyaux (Gomez-
Arroyo et al., 2000; Bolognesi et al., 2002; Costa et al., 2006), d’adduits à l’ADN (Le Goff et 
al., 2005) dans les lymphocytes du sang périphérique ainsi qu’une augmentation des bases 
oxydées de type 8-OH-dG dans le plasma (Muniz et al., 2008). Bien qu’aucune relation n’ait 
été trouvée dans certaines études (Pastor et al., 2001a; Pastor et al., 2001b; Pastor et al., 2003; 
Piperakis et al., 2003; Piperakis et al., 2006a; Piperakis et al., 2006b), ces dernières ont 
signalé que la majorité des personnes exposées prenaient des mesures des précautions 
(équipement de protection vestimentaire pour au moins 60% des personnes inclues). Par 
ailleurs, la présence de micronoyaux et d’aberrations chromosomiques a pu être reliée à 
l’absence ou à l’insuffisance de la protection des manipulateurs et ou des applicateurs des 
pesticides pendant l’activité (Bolognesi et al., 2002; Costa et al., 2006). En conclusion, ces 
études confortent l’hypothèse selon laquelle les pesticides pourraient être au moins en partie à 
l’origine de certains cancers. 
 
 Conclusion 
Compte tenu de toutes les études disponibles, nous pouvons conclure aujourd’hui que si 
l’activité agricole est souvent corrélée avec l’apparition de cancers, une association spécifique 
avec l’utilisation des pesticides n’est toujours pas possible. Certains cancers sont assez peu 
fréquents ce qui rend les études statistiques difficiles à réaliser et la plupart sont d’origine 
multifactorielle. Il n’est pas exclu, en effet, que d’autres facteurs de risque présents en milieu 
agricole puissent jouer un rôle dans l’incidence de ces pathologies et aient donc contribué à 
l’obtention d’une corrélation positive. Parmi ces facteurs sont inclus i) le rayonnement solaire 
(en ce qui concerne le cancer des lèvres, le mélanome), ii) les virus (facteurs impliqués dans 
l’étiologie des lymphomes, des leucémies, du cancer de la prostate, myélomes, …) iii) mais 
également des facteurs communs tels le tabagisme (cancer des lèvres) et l’alimentation 
(cancers de la prostate, de l’estomac).  
Afin d’améliorer la significativité et la fiabilité des données et de réduire certains biais pour 
homogénéiser les études, il serait important d’inclure quelques précisions concernant 
l’exposition comme la durée, la fréquence (exposition saisonnière ou quotidienne), le type ou 
la famille du pesticide utilisé ainsi que la période d’exposition (âge, pendant la grossesse) 
surtout pour la population vulnérable (fœtus, enfants, femmes enceintes). De plus, il serait 
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intéressant de préciser les sous-groupes potentiels de la maladie (par exemple les différents 
types de cancers hématopoïétiques et des cancers du système nerveux central). 
D’autre part, la plupart des études disponibles sont des études rétrospectives (type cas-témoin) 
qui portent souvent sur un faible nombre de cas et ne permettent donc pas de refléter 
l’exposition réelle (Alavanja and Bonner, 2005; Baldi and Lebailly, 2007; Bassil et al., 2007). 
Des études cohortes prospectives portant sur une plus large population seraient donc 
intéressantes pour obtenir une meilleure fiabilité statistique. 
En 2005, motivés par l’insuffisance des données actuellement disponibles en France des 
chercheurs ont initié une vaste étude (« AGRICAN ») portant sur une cohorte de 175 000 
personnes afin d’apporter des précisions sur le risque de cancer en milieu agricole (Baldi and 
Lebailly, 2007). 
D’autres éléments sembleraient également indispensables à prendre en considération pour 
améliorer la validité des données, en plus des facteurs classiquement pris en compte comme le 
sexe, l’ethnie et l’âge, comme par exemple le comportement alimentaire (alcool, tabac) et 
l’exposition simultanée à plusieurs produits (Mink et al., 2008).  
A l’heure actuelle, les progrès réalisés dans le domaine de la biologie moléculaire et de la 
génotoxicité sont utiles non seulement pour consolider les résultats mais également pour 
dresser les lignes de prévention et de prise en charge suite à une meilleure compréhension des 
mécanismes d’action des produits chimiques (Alavanja and Bonner, 2005). De plus, il semble 
important de prendre en considération dans ces études la variation de la susceptibilité 
individuelle qui dépend essentiellement - du statut du système immunitaire, - de la capacité de 
réparation de l’ADN, - de la différence métabolique, et, - de la prédisposition génétique. 
Enfin, pour apporter des arguments sur la plausibilité de la relation pesticides/cancers il est 
nécessaire de prendre en compte les expositions simultanées à des facteurs environnementaux 
(radiations, polluants, champs électromagnétiques) et les interactions gènes-environnement. 
En effet, les pesticides (et autres contaminants environnementaux) peuvent modifier 
l’expression de certains gènes via des mécanismes de régulation génique et épigénétique 
(Edwards and Myers, 2007) .  
 
1.2. Cancers de l’enfant 
Les cancers constituent la deuxième cause de mortalité chez les enfants après les accidents 
domestiques (Savitz, 2001; Damstra, 2002; Nasterlack, 2007). Les leucémies représentent le 
groupe de cancers le plus fréquent chez l’enfant, suivies par les tumeurs cérébrales puis les 
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lymphomes. Plusieurs facteurs peuvent être impliqués dans l’étiologie de ces cancers tels que 
l’exposition aux polluants environnementaux et en particulier les pesticides (Nasterlack, 
2007).  
Bien que les résultats de la plupart des études disponibles tendent vers une association 
positive entre l’exposition aux pesticides et l’apparition de cancers chez l’enfant, cette relation 
semble là encore confuse et non fiable (Infante-Rivard and Weichenthal, 2007; Nasterlack, 
2007). 
 
 Particularités de l’exposition 
En termes de facteurs de risque, on ne peut pas considérer l’enfant comme un petit adulte. 
En premier lieu, les voies d’exposition aux contaminants de l’enfant seront distinctes de celles 
de l’adulte puisque son comportement est différent. En effet, le jeune enfant est toujours attiré 
par son environnement immédiat. Il joue volontiers par terre et a tendance à porter ses doigts 
dans sa bouche. Il risque donc d'ingérer des doses non négligeables de contaminants 
provenant du sol, de la poussière ou de divers objets contaminés qu'on trouve en milieu rural, 
mais aussi urbain, à la maison ou au jardin. D’autre part, plusieurs études et programmes de 
surveillance montrent que les enfants sont confrontés à des risques plus élevés liés à une plus 
importante exposition relative (exprimée en g/kg du poids corporel) aux pesticides surtout par 
la voie alimentaire (NRC, 1993; CEC, 2002; Jurewicz et al., 2006). En effet, rapportée au 
poids corporel, la consommation d’aliments est plus élevée que celle de l’adulte et d’autre 
part, les jeunes enfants ont des régimes moins variés et plus riches en fruits et légumes. Il a 
été montré que l’exposition aux pesticides pendant les cinq premières années de la vie 
représentait environ la moitié de l’exposition totale d’une vie (CEC, 2002; Weiss et al., 2004), 
du moins en ce qui concernait l’exposition par voie alimentaire. 
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 Susceptibilité de l’enfant 
La susceptibilité biologique de l’enfant est elle aussi particulière comparativement à l’adulte 
de par son métabolisme et l’activité immature ou réduite de certaines systèmes de 
détoxification (foie, reins, enzymes métaboliques immatures) (Chen et al., 2003) ou de 
protection (barrière cérébrale plus perméable chez les enfants en bas âge que chez l’adulte) 
(Zheng, 2001). De plus, un facteur non négligeable est l’activité cellulaire proliférative élevée 
qui entraîne une exposition plus fréquente de l’ADN aux xénobiotiques et donc un risque 
accru d’anomalies génétiques. 
D’autre part, il est admis que certaines anomalies initiales, conduisant à des pathologies 
comme le cancer, se produiraient in utero et que certains facteurs environnementaux 
pourraient être à l’origine de telles anomalies. En effet, des réarrangements chromosomiques 
spécifiques (e.g, t(8;21) et leucémies) prédisposant les enfants à développer des leucémies 
seraient potentiellement générées suite à une exposition aux pesticides en particulier in utero 
(Smith et al., 2005; Lafiura et al., 2007). 
 
 Données disponibles 
En 1998, une revue d’études épidémiologiques (Zahm and Ward, 1998) a montré que 
l’exposition des enfants à des pesticides pourrait être associée au développement de tumeurs 
cérébrales, de leucémies et de lymphomes non hodgkiniens. Depuis, plusieurs études 
épidémiologiques ont été réalisées dans ce domaine. Par exemple, il a été montré que 
l’incidence des cancers cérébraux  était augmentée chez les enfants suite à l’exposition 
professionnelle des parents (Michaelis et al., 1996) en particulier l’exposition du père 
(Feychting et al., 2001; van Wijngaarden et al., 2003), mais également celle de la mère 
pendant la grossesse (Efird et al., 2003). De plus, l’exposition professionnelle des parents a 
été associée à des cancers hématopoïétiques chez les enfants (Infante-Rivard et al., 1999; 
Smith et al., 2005; Rudant et al., 2007) comme par exemple des leucémies (Infante-Rivard et 
al., 1999; Reynolds et al., 2005) et des lymphomes non hodgkiniens (surtout suite à 
l’exposition paternelle) (Buckley et al., 2000; Meinert et al., 2000; Flower et al., 2004). 
D’autre part, il a été montré que le fait d’habiter dans une zone agricole pourrait augmenter 
l’incidence des leucémies de l’enfant (Reynolds et al., 2002; Reynolds et al., 2005). 
L’utilisation domestique des pesticides a également été associée à certains cancers de l’enfant 
comme par exemple des tumeurs cérébrales (Kristensen et al., 1996; Pogoda and Preston-
Martin, 1997) et des cancers hématopoïétiques tels que des leucémies (Ma et al., 2002) et des 
lymphomes non hodgkiniens (Buckley et al., 2000; Meinert et al., 2000; Rudant et al., 2007). 
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D’autres relations positives, moins significatives statistiquement, ont été observées entre 
l’exposition aux pesticides et l’apparition de cancers de l’enfant comme par exemple des 
rétinoblastomes et des cancers des tissus mous (Flower et al., 2004) ou des os (le sarcome 
d’Ewing) (Valery et al., 2002), des cancers rénaux (Pearce and Parker, 2000), testiculaires 
(Rodvall et al., 2003) et des cancers de cellules germinales (Chen et al., 2005). 
Certaines études n’ont pas permis de relier entre l’exposition des enfants aux pesticides et le 
développement de cancers, comme par exemple des cancers du cerveau (Heacock et al., 
2000), des leucémies (Heacock et al., 2000; Feychting et al., 2001) et des lymphomes 
(Infante-Rivard et al., 1999). Toutefois, une certaine ambigüité réside pour ce qui est de 
l’exposition (période, nature de l’exposition et type de produit) et de plus, l’intervention d’une 
multiplicité de facteurs environnementaux et génétiques, vient compliquer l’analyse rendant la 
relation cause-effet très difficile à établir (Infante-Rivard and Weichenthal, 2007; Nasterlack, 
2007).    
 
 Eléments de confusion 
Il est à noter que certains facteurs sembleraient influencer d’une façon importante la relation 
entre l’exposition aux pesticides et le développement de cancers chez l’enfant ; il s’agit 
essentiellement de la période d’exposition aux contaminants environnementaux, primordiale 
dans le processus de développement des pathologies, et des interactions entre les facteurs 
génétiques et environnementaux. Une étude récente a montré qu’il était possible de mettre 
en relation le niveau d’exposition au DDT et la fréquence du cancer des seins chez la femme 
avant l’âge de 50 ans lorsque l’exposition avait eu lieu avant l’âge de 14 ans (5 fois plus 
importante chez les femmes fortement exposées) alors que l’exposition après l’adolescence 
n’accroissait plus le risque (Cohn et al., 2007). Par ailleurs, dans des études épidémiologiques 
qui ont eu recours à des analyses de marqueurs moléculaires, il a été montré que le 
polymorphisme génétique au niveau des certaines enzymes du métabolisme chez l’enfant 
pouvait conduire à une détoxification différente du produit chimique d’un individu à l’autre et 
se traduire in fine par des effets susceptibles d’être modifiés pouvant contribuer à une 
augmentation du risque de leucémies (CYP1A1, CYP2E1, NQO1) (Infante-Rivard et al., 
1999; Krajinovic et al., 2002) et de cancers du cerveau (PON1) (Searles Nielsen et al., 2005).  
 
Dans l’objectif d’apporter des précisions concernant le rôle des pesticides dans 
l’augmentation des cancers chez les enfants, nous avons effectué une méta-analyse de 34 
études (cas-témoins et cohortes) réalisées dans différents pays et concernant tous les types de 
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cancers. Les résultats de cette étude en cours seront brièvement présentés dans la troisième 
partie (« Discussion générale et perspectives») de ce manuscrit.  
 
2. Effets sur le système endocrinien et la reproduction 
Aujourd’hui les chercheurs s’interrogent sur l’hypothèse selon laquelle une exposition à des 
substances exogènes possédant des effets sur le système endocrinien, pourrait être à l'origine 
d'une grande variété d'effets délétères sur l’organisme tels des cancers (du sein, de la prostate 
et des testicules), des atteintes de la fonction reproductrice (problèmes de fertilité masculine, 
malformations de l’appareil génital masculin) ainsi que des effets sur le système immunitaire 
et sur la fonction thyroïdienne. Plusieurs pesticides, parmi lesquels des insecticides (DDT, 
Endosulfan, Dieldrine, Methoxychlore, Dicofol, Toxaphène) des nématicides (Aldicarbe) des 
herbicides (Alachlore, Atrazine, Nitrofène, 2,4D) des fongicides (Mancozèbe, Vinchlozoline) 
figurent sur la liste des perturbateurs endocriniens. Certaines de ces molécules sont 
aujourd’hui interdites en Europe mais peuvent néanmoins toujours être présentes dans notre 
environnement (Cravedi et al., 2007). 
Plusieurs études se sont intéressées aux effets des pesticides sur la reproduction, en 
particulier sur la fertilité masculine. Les pesticides peuvent agir au niveau de la 
spermatogénèse via des altérations des hormones ou des effets génotoxiques (Toppari et al., 
1996). Par exemple une étude a montré une baisse significative du nombre et de la qualité des 
spermatozoïdes chez des ouvriers exposés au Chlordécone (Taylor et al., 1978), un pesticide 
xéno-œstrogène (Shelby et al., 1996). D’autres études ont souligné l’effet des métabolites 
d’un fongicide,  la Vinchlozoline, sur la reproduction sur les rats (Monosson et al., 1999; 
Anway et al., 2005). Cet effet affecte non seulement des rats exposés in utero mais également 
ceux des générations ultérieures. Ces effets étaient corrélés à une transmission épigénétique 
(Anway et al., 2005). 
Par ailleurs, une étude réalisée auprès d’agriculteurs travaillant en serre au Danemark, a 
montré une relation inverse entre la concentration de spermatozoïdes, d’une part, et l’intensité 
de l’exposition ou le nombre d’années d’activité en serre, d’autre part (Abell et al., 2000). De 
plus, des études de type cas-témoins chez des hommes consultant pour infécondité du couple 
montrent que l’exposition aux pesticides constitue un facteur de risque significatif pour la 
qualité du sperme (Bigelow et al., 1998; Oliva et al., 2001). Une association entre le risque de 
cryptorchidie, une des manifestations potentielles de la perturbation endocrinienne, et 
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l’utilisation de pesticides, en particulier par la mère, a été montrée dans certaines études 
(Garcia-Rodriguez et al., 1996; Weidner et al., 1998; Fernandez et al., 2007). 
Dans une très récente revue de la littérature (entre 1996 et 2006), Perry MJ conclut que si la 
relation entre l’exposition aux pesticides et la qualité du sperme paraît bien établie, aucune 
conclusion quant à un effet génotoxique des pesticides au niveau des spermatozoïdes ne peut 
être avancée à cause du faible nombre d’études disponibles (Perry, 2008). 
Chez les enfants, la littérature disponible parle d’une puberté précoce associée à l’exposition 
aux organochlorés, d’une perturbation des hormones thyroïdiennes et sexuelles associée aux 
organophosphorés, pyréthrinoïdes ou éthylène-bis-dithiocarbamates (EBDCs) (Colborn et al., 
1993; Anderson et al., 1999). D’autres études associent des perturbations endocriniennes à 
des pesticides spécifiques, tels que Manèbe ou Zinèbe et un effet antithyroïdien, 
Vinchlozoline ou Procymidone ou DDT et effet anti-androgénique chez l’enfant (Damstra, 
2002; Landrigan et al., 2003; Garry, 2004). Une récente étude souligne l’importance de 
l’exposition paternelle dans la transmission des altérations des cellules germinales à l’enfant. 
Cette étude indique que des modifications géniques et épigénétiques, telles que des mutations 
entraînant une instabilité génétique ou une suppression de l’apoptose des cellules germinales, 
peuvent être transmises à partir du père dans le fluide séminal et montre ainsi l’impact de 
l’exposition paternelle dans l’apparition des pathologies sur le développement in utero de 
l’enfant mais également de son système endocrinien et reproductif (Cordier, 2008). 
 
3. Effets neurologiques et neurocomportementaux 
Pour certains pesticides, la neurotoxicité est le mécanisme même de leur mode d’action 
(organophosphorés et inhibition de l’activité de l’acétylcholinestérase). Les effets aigus 
survenant à doses importantes chez les utilisateurs (surtout les agriculteurs) sont maintenant 
assez bien documentés notamment en raison des intoxications accidentelles (ou volontaires) 
(Kamel and Hoppin, 2004). Ces effets informent sur la neurotoxicité potentielle de certains 
produits, principalement les organophosphorés et les carbamates, mais également les 
pyréthrinoïdes qui sont capables d’induire des paresthésies et des convulsions à des doses 
massives, et les dérivés de l’urée qui sont associés à différentes altérations tels que des 
troubles neurologiques centraux, une polyneuropathie, ainsi que les anciens organochlorés 
(comme DDT) qui peuvent entraîner des convulsions épileptiformes. 
Quant aux effets chroniques les principales données disponibles concernent l’exposition aux 
pesticides et les troubles neurocomportementaux (Baldi et al., 2001) et neurodégénératifs 
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(Baldi et al., 2003b) (tels que la maladie de Parkinson et la maladie d’Alzheimer) mais 
également des troubles du système nerveux périphérique (troubles neuromoteurs et 
neurosensoriels) (Stokes et al., 1995; Cole et al., 1998). Cependant, l’association avec ces 
derniers semble moins claire et la plupart des études ont suggéré que le système nerveux 
central serait le plus souvent affecté (Alavanja et al., 2004). Une enquête épidémiologique, 
« Phytoner », réalisée en Gironde (France), met en évidence que l’exposition des ouvriers 
viticoles aux pesticides altère leurs performances aux tests neurocomportementaux (Baldi et 
al., 2001). De plus, plusieurs études écologiques et épidémiologiques ont montré une relation 
entre le risque de développer la maladie de Parkinson et l’utilisation professionnelle des 
pesticides (Priyadarshi et al., 2000; Ritz and Yu, 2000; Priyadarshi et al., 2001; Baldi et al., 
2003a; Ascherio et al., 2006; Elbaz and Tranchant, 2007) avec une implication importante des 
herbicides et des insecticides et en particulier les organochlorés, organophosphorés et 
carbamates (Brown et al., 2006; Hancock et al., 2008). Cependant, les données concernant les 
pesticides à usage domestique sont moins concluantes et contradictoires (Firestone et al., 
2005). 
Malgré cette association positive, aucun lien de causalité ne peut être attribué avec certitude, 
en particulier en ce qui concerne la relation entre l’exposition aux pesticides et la maladie de 
Parkinson (Brown et al., 2006). L’étiologie multifactorielle de cette maladie ne permet pas 
d’établir des conclusions spécifiques à une exposition aux pesticides. 
D’autre part, une revue des études toxicologiques à long terme effectuées chez les animaux 
montre que des altérations neurocomportementales, cognitives, affectives et physiologiques 
sont associées à l’exposition à des pesticides essentiellement inhibiteurs de 
l’acétylcholinestérase (carbamates et organophosphorés) et uniquement aux doses pouvant 
provoquer une inhibition de cette enzyme (Moser, 2007).   
En revanche, il existe peu d’études épidémiologiques concernant les conséquences de 
l’exposition aux pesticides sur le développement neuronal chez l’enfant. Néanmoins selon 
certains auteurs, l’exposition in utero aux pesticides organochlorés pourrait entraîner des 
altérations au niveau cognitif (Jacobson and Jacobson, 1996) comme des retards au niveau 
psychomoteur (Ribas-Fito et al., 2003). D’autres études ont montré que l’exposition 
chronique aux pesticides serait potentiellement associée à un retard dans le développement 
des enfants (surtout la coordination motrice et l’effet sur la mémoire) (Keifer et al., 1996). 
Bien que ces études ne soient pas suffisantes pour pouvoir conclure sur cette problématique, 
des études expérimentales ont montré que certains pesticides pourraient entraîner des 
altérations du système nerveux. Par exemple, des souris exposées au DDT développent des 
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altérations du comportement, et des rats exposés in utero à l’Heptachlore et au Chlorpyriphos 
présentaient respectivement des troubles neurocomportementaux (Moser et al., 2001) et des 
retards du développement du système nerveux (Lemus and Abdelghani, 2000). De plus, le 
Chlorpyrifos a montré des effets délétères sur le développement du système cholinergique 
cérébral chez des enfants exposés in utero et ceci même à très faibles doses considérées sans 
aucun effet sur la santé (Qiao et al., 2003). 
 
4. Effets sur l’immunité 
Les pesticides sont capables d’agir sur le système immunitaire selon différents mécanismes 
entraînant des pathologies immunitaires plus fréquentes chez l’enfant que chez l’adulte. 
Cependant, les résultats des études épidémiologiques sont contradictoires. Certaines études 
ont montré que l’exposition chronique aux pesticides peut jouer un rôle dans le 
développement de certaines pathologies respiratoires comme l’asthme et la bronchite 
chronique (Salameh et al., 2006a; Salameh et al., 2006b). D’autre part, l’exposition de 
l’enfant aux pesticides organochlorés (en particulier DDE) a été associée à des altérations 
d’ordre immunologique, comme par exemple une augmentation des immunoglobulines IgE, et 
développement d’otites chroniques et d’asthmes bronchiques (Karmaus et al., 2001). Ces 
effets ont été observés essentiellement à la suite d’une exposition in utero ou via le lait 
maternel (p,p’-DDE et dieldrin) (Dewailly et al., 2000). De plus, certaines études ont montré 
des perturbations de la production des cytokines (Phillips, 2000).  
De plus, des études expérimentales in vivo et in vitro ont permis de déterminer l’effet 
immunotoxique et de comprendre le mécanisme d’action de certains pesticides. Par exemple, 
l’Atrazine induit une inhibition de la capacité des cellules NK humaines à secréter des 
protéines lytiques sans affecter leur liaison avec les cellules cibles (Rowe et al., 2007) et un 
effet immunomodulateur sur les lymphocytes T et NK  humaines. Un effet 
immunomodulateur a été également observé avec des dithiocarbamates (comme le Manèbe) 
(Whalen et al., 2003). Les études effectuées in vivo, ont montré que certains pesticides 
agissent essentiellement in utero en altérant l’activité des macrophages (Theus et al., 1992) et 
en diminuant la quantité des lymphocytes au niveau de la rate et du thymus fœtaux (Filipov et 
al., 2005) mais également sur des animaux adultes en entraînant une diminution de la 
production d’immunoglobulines et de la prolifération des lymphocytes T (Fournier et al., 
1992).  
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5. les principaux mécanismes de toxicité des pesticides  
Plusieurs études expérimentales in vitro ont permis de montrer que certains pesticides 
(l’Endosulfan, la Roténone, et des organophosphorés/Chlorpyrifos), peuvent induire un stress 
oxydant entraînant des perturbations de processus de régulation de la survie et de la 
prolifération cellulaire comme par exemple certaines voies de signalisation cellulaire 
(MAPkinase, FAS/TNF) et certaines caspases (Ledirac et al., 2005; Lee et al., 2008a; 
Saulsbury et al., 2008). Il a été montré que des effets neurotoxiques (Drechsel and Patel, 
2008; Rio and Velez-Pardo, 2008), immunotoxiques (Li and Kawada, 2006) ainsi que des 
effets cancérigènes (Antherieu et al., 2007) et génotoxiques (Bagchi et al., 1995; Calviello et 
al., 2006) étaient liés à une augmentation de la libération d’espèces réactives de l’oxygène en 
présence des pesticides.  
Une augmentation des aberrations chromosomiques in vitro chez des lymphocytes humains a 
été observée en présence de certains pesticides tels que le Carbofuran, seul (Naravaneni and 
Jamil, 2007) ou en mélange avec l’Endosulfan et le Monochrotophos (Das et al., 2007). De 
plus, sur des cellules mammifères, l’Alachlore, le Chlorpyrifos, le Mancozèbe et le 
Monochrotophos ont montré une augmentation des aberrations chromosomiques (Bagchi et 
al., 1995; Calviello et al., 2006) et des bases oxydées de type 8-OH-dG (Calviello et al., 
2006) ainsi qu’une présence de micronoyaux (Peitl et al., 1996).  
Par ailleurs, certains pesticides comme les carbamates et les organophosphorés provoquent 
une inhibition de l’activité de l’acétylcholinestérase au niveau du système nerveux 
périphérique ou central entraînant une hyperexcitabilité des cellules neuronales et des effets 
potentiellement neurotoxiques (Moser, 2007). Une inhibition de la neurotransmission 
provoquée par la diminution de l’activité de l’acétylcholinestérase cérébrale a également été 
liée à une suppression de la sécrétion d’hormones stimulant les gonades (e.g, hormone de 
stimulation folliculaire (FSH) et hormone lutéinisante (LH)) pouvant entraîner des effets sur 
la fertilité (Lyons, 2000).  
De plus, certains pesticides comme le Lindane, l’Endosulfan, la Dieldrine et l’Eldrine 
peuvent entraîner une inhibition des récepteurs GABAergiques et une activation des 
récepteurs glutaminergiques dans les cellules neuronales de mammifères, induisant un 
syndrome d’hyperexcitabilité qui peut évoluer jusqu’à l’apparition de convulsions (Sunol et 
al., 2008).  
D’autre part, les pesticides peuvent entraîner des effets immunotoxiques en agissant par 
plusieurs mécanismes. Outre des effets d’inhibition de production d’anticorps, d’interleukines 
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(IL-2), de cellules T et CD5 et des effets d’induction de la fabrication d’auto-anticorps, 
certains pesticides, en particulier des organophosphorés, ont montré des effets inhibiteurs de 
l’activité des cellules NK (Natural killer), LAK (Lymphokine Activated Killer) et CTL 
(Cytotoxic T Lymphocytes). Ces cellules sont responsables de la mort des cellules tumorales 
ou des cellules infectées et peuvent être inhibées par les organophosphorés selon 3 
mécanismes : - l’induction de l’apoptose cellulaire, - l’inhibition de leur capacité de sécrétion 
de substance cytotoxique ou - l’inhibition directe de la voie Fas/FasL essentielle pour leur 
activité (Li and Kawada, 2006). Cependant, la plupart de ces études utilisent des doses 
relativement fortes et les effets à faibles doses sont moins bien décrits. Par exemple, les 
pesticides organophosphorés inhibent l’activité acétylcholinestérase uniquement à des doses 
relativement fortes et observées suite à des expositions aigues ou accidentelles. Une étude très 
récente a pu montrer qu’à faibles doses, certains pesticides organophosphorés sont capables 
de se lier d’une façon spécifique à des protéines au niveau du cerveau et du thymus. Ces 
propriétés pourraient être à l’origine de leurs effets neurotoxiques et immunotoxiques à long 
terme (Carter et al., 2007).   
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Figure 6 : Pourcentage des échantillons de fruits et légumes contenant des résidus 
multiples entre 1997 et 2005 en Europe (d’après le rapport de la Commission Européenne 
2007).  
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III. Exposition à des mélanges de pesticides 
1. Introduction 
A l’heure actuelle, l’évidence de l’exposition de la population générale à des mélanges de 
résidus de pesticides dans l’alimentation ou l’environnement suscite l’intérêt des experts en 
matière de santé publique. Une même culture peut recevoir, ensemble ou séparément, 
différents pesticides ayant des mécanismes d’action similaires ou différents. Les agriculteurs 
et la population habitant dans une zone agricole sont exposés à des formulations et des 
mélanges de pesticides (Yan ez et al., 2002).   
Le dernier rapport de la commission des communautés européennes concernant le suivi des 
résidus des pesticides dans les produits végétaux montre que 26,7% des échantillons analysés 
présentent des résidus de deux ou plusieurs pesticides (Figure 6). Les données montrent une 
présence de résidus de deux à plus que huit pesticides dans 11,1% à 1,34% des échantillons 
respectivement (Commission of the European Communities, 2007). 
En plus, près de 24% des échantillons analysés par la DGCCRF en France en 2003 
contenaient plus de 2 résidus mais à des teneurs souvent inférieures aux LMR (en particuliers, 
salades, agrumes, pommes, fraises, raisins et poires). Les connaissances en matière d’effets 
combinés des pesticides sont encore très lacunaires. En général, les modèles expérimentaux 
utilisés pour étudier le risque toxicologique des pesticides concernent un seul produit ou 
différents produits testés à l’état individuel.  
Par ailleurs, les opinions concernant l’existence ou non d’une menace pour la santé humaine 
suite à l’exposition à des faibles doses de pesticides sont divisées. Dans une communication 
publiée en 2003, le parlement de la Commission Européenne déclare que «Même à faible 
niveau, l'exposition au cours des dernières décennies à un mélange complexe de polluants 
dans l'air, l'eau, la nourriture, les produits de consommation et les bâtiments, peuvent avoir un 
effet significatif sur l'état de santé des citoyens européens» (CEC, 2003). Claudio L. a 
également souligné le risque d’une exposition à des faibles doses de contaminants 
environnementaux (Claudio, 2002). Cependant, l’hypothèse largement adoptée par plusieurs 
auteurs considère qu’une exposition à des mélanges des produits chimiques à des doses bien 
au-dessous de la DSENO (ou NOAEL) de chaque constituant est sans problème pour la santé. 
Dans une revue récente, Kortenkamp et al. ont montré que des effets significatifs peuvent être 
observés en présence de combinaisons de pesticides même à des doses bien inférieures à leurs 
DSENO et quelque soit le mode d’action de ces produits (Kortenkamp et al., 2007). Ils 
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ajoutent également que l'hypothèse assimilant la DSENO à une dose à « zéro effet » serait 
erronée parce qu’elle ne prend pas en considération le fait que des interactions beaucoup plus 
complexes qu’une simple additivité d’effet pourraient avoir lieu. Il ne faut donc pas exclure la 
possibilité d’effets sur la santé d’une exposition à des mélanges de faibles doses de pesticides. 
En revanche, cette conclusion est essentiellement basée sur les études expérimentales et, à 
l’heure actuelle, il n’y a aucune étude d’observation permettant de mettre en évidence 
l’impact d’une exposition aux pesticides à faibles doses et à long terme à laquelle la 
population générale est soumise. 
 
2. Mélanges de pesticides et effets sur la santé 
2.1. Les effets attendus des mélanges 
Il n’existe pas vraiment une règle générale qui permet d’expliquer ou prédire la toxicité 
associée à un mélange donné de produits chimiques. L'exposition à des combinaisons de 
polluants induit parfois des conséquences inattendues, c'est-à-dire une réponse toxique 
significativement plus élevée ou plus faible que la simple somme (ou additivité) des réponses 
induites par les composants du mélange pris individuellement. Ces effets sont la conséquence 
des interactions toxicologiques. Celles-ci sont fréquemment décrites par les termes 
antagonisme, potentialisation ou synergie ; on parle d'antagonisme lorsque l'interaction entre 
deux composants du mélange conduit à une réponse toxique totale inférieure à la somme des 
réponses individuelles. L’interaction est dite synergique lorsque la réponse du mélange est 
supérieure à la somme des réponses individuelles et un effet de potentialisation se produit 
lorsqu’une substance ayant peu ou pas de toxicité augmente la réponse d’une autre substance 
(cet effet est essentiellement appliqué  aux mélanges de deux composants). 
Quant à l’additivité, deux approches fondamentales sont définies : l’additivité de la réponse 
(« response addition ») et l’additivité de la dose (« concentration addition »). Ces deux 
concepts dépendent essentiellement des caractéristiques toxicocinétiques et toxicodynamiques 
des composants du mélange. Quand un mélange est constitué de substances qui ne présentent 
pas ou peu d’interactions et qui possèdent des caractéristiques toxicocinétiques et 
toxicodynamiques similaires, on considère que la toxicité du mélange sera proportionnelle 
aux doses utilisées et on parle d’effet «dose addition ». Par exemple si on a un mélange de 10 
composés dont chacun est utilisé à une concentration égale au dixième de sa DL50, nous 
pouvons prédire une réponse finale au mélange égale à la réponse correspondante 
théoriquement à la DL50. Au contraire, nous pouvons prédire un effet « Response addition » 
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quand chacune des substances possède des caractéristiques toxicocinétiques et 
toxicodynamiques spécifiques et agit indépendamment des autres. Dans ce dernier cas la 
réponse finale au mélange est fonction de degré ou pourcentage d’action estimé pour chaque 
substance (McCarty and Borgert, 2006).  
En conclusion, les éventuels effets néfastes d'un mélange de contaminants peuvent résulter 
d'interactions complexes impliquant leur métabolisme, leurs différents modes d'action ou 
leurs différentes cibles par exemple au niveau des voies de signalisation cellulaire. Ainsi,  les 
démarches conceptuelles conduisant au choix des mélanges de pesticides à tester peuvent être 
variées. 
2.2. Le choix des mélanges 
Plusieurs équipes de recherche ont tenté d’examiner la toxicité de mélanges de pesticides. 
Certains auteurs ont testé les familles chimiques (Payne et al., 2001), d’autres ont testé 
l’additivité potentielle de l’effet de certains pesticides en mélange en se basant sur des 
données statistiques (Stork et al., 2006). D’autres auteurs ont testé les pesticides les plus 
récents ou ceux dont les résidus ont été retrouvés dans le sang circulant de certaines 
populations (Padhi et al., 2008) ou dans l’alimentation (Lodovici et al., 1994). Dans d’autres 
études les pesticides étaient associés à leurs composants de formulation (adjuvant ou 
« formulant ») ou à leurs propres métabolites (Zeljezic et al., 2006; Enoch et al., 2007). De 
plus, des pesticides ont été testés en combinaison car ils avaient les mêmes cibles au niveau 
du fonctionnement ou de la physiologie cellulaires (Canistro et al., 2008) ou ils étaient connus 
pour entraîner le même effet biologique chez l’animal (Jonker et al., 1993; Ito et al., 1995; 
Jonker et al., 1996; Marinovich et al., 1996; Feron et al., 1998; Carpy et al., 2000; Payne et 
al., 2001; Zeljezic et al., 2006).  
Nous remarquons que, dans la majorité des études, les pesticides testés en combinaison 
étaient choisis dans le but de déterminer essentiellement la présence ou non d’interactions 
et/ou d’effet additif entre les différents composants en se basant soit sur un effet connu soit 
sur un mécanisme d’action bien défini. De ce fait, l’ensemble des mélanges testés 
comprenaient souvent des pesticides appartenant à la même famille chimique. Cependant, 
l’exposition réelle de la population (consommateurs ou utilisateurs de pesticides) ne se limite 
pas à une famille ou à un groupe de composés chimiques mais ce sont des mélanges assez 
complexes et variés quelques soient le pays, l’occupation, l’âge et le mode de vie. En 
conclusion, nous estimons que, dans le but de déterminer l’existence d’un vrai risque lié à 
l’exposition aux pesticides, il faudrait tester un mélange constitué de pesticides à faibles doses 
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appartenant aux différentes familles et ayant des mécanismes d’action plus ou moins 
différents. 
 
2.3. Les effets observés 
A l’heure actuelle, les données existantes sont insuffisantes pour conclure sur l’effet de 
l’exposition générale de la population aux pesticides d’une part parce que les concentrations 
testées ne sont pas représentatives de l’exposition réelle et d’autre part parce que les 
interactions révélées à ces fortes doses ne représentent pas nécessairement celles qui 
pourraient être observées aux faibles doses.  
Dans une revue des études expérimentales effectuées entre 1985-1998, les auteurs ont conclu 
que l’exposition à des mélanges de pesticides à faibles doses ne présente pas un risque pour la 
santé humaine (Carpy et al., 2000).  
Parmi les différentes études examinant les effets de mélanges de pesticides, certaines ont 
montré des effets significatifs in vivo (Stork et al., 2006; Enoch et al., 2007; Padhi et al., 
2008).  L’administration orale d’un mélange d’Atrazine et de ses principaux métabolites à des 
rates gestantes a entraîné une inhibition du développement des glandes mammaires chez les 
mères et les descendantes (Enoch et al., 2007). Chez des rats exposés par voie orale, une 
altération de l’activité motrice a été plus importante en présence de mélanges de pesticides 
organophosphorés à faibles doses par rapport à chaque substance testée séparément (Stork et 
al., 2006). Dans des cellules nerveuses humaines in vitro des effets d’inhibition de synthèse 
protéique observés avec certains pesticides (Benomyl, Azinphos, Diazinon, Pirimiphos et 
Dimethoate) ont été également accentués quand ces pesticides étaient testés en combinaisons 
(Marinovich et al., 1996). De plus, des lymphocytes humains exposés in vitro à un mélange 
d’Atrazine et de sa formulation commerciale ont montré une augmentation des dommages à 
l’ADN et du nombre des cellules apoptotiques (Zeljezic et al., 2006). 
D’autre part, certaines études ont montré que l’effet d’un mélange ne reflète pas 
nécessairement les effets connus de ses composants. La Vinchlozoline, l’Acéphate et le 
Fenarimol ont été testés séparément ou sous forme de différentes combinaisons sur des 
cytochromes murins in vitro (Canistro et al., 2008). Une autre étude a comparé l’effet d’un 
mélange d’organochlorés sur l’expression des gènes au niveau du cerveau de rats exposés in 
vivo par rapport aux composants testés séparément (Padhi et al., 2008). Les résultats de ces 
deux études ont montré que l’effet d’un mélange n’était pas prédictible à partir des effets des 
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substances prises individuellement. Les interactions possibles entre les composants d’un 
mélange sont donc assez complexes et rendent la prédiction de l’effet global très difficile. 
Lodivici et al. ont testé un mélange de pesticides comparable à celui auquel la population 
générale est exposée via l’alimentation en croisant des données de consommation avec des 
données d’analyse de résidus de pesticides (Lodovici et al., 1994). Ces auteurs ont montré que 
des doses relativement faibles (comparables aux doses d’exposition du consommateur adulte) 
d’un mélange de 15 pesticides étaient capables de provoquer des dommages à l’ADN via un 
mécanisme de génération de radicaux libres au niveau de foie de rats exposés par voie orale. 
Par contre, dans un modèle de carcinogénèse in vivo chez le rat, Ito et al n’ont pas observé 
d’effets en présence de mélanges de pesticides à des faibles doses (Ito et al., 1995).   
En conclusion, l’ensemble de ces études ne permet pas de répondre de façon définitive à la 
question de savoir si l’exposition de la population générale à des mélanges de contaminants à 
long terme présente un risque pour la santé. Cependant, elles montrent qu’il est important 
d’apporter un éclairage à cette question. 
  38 
Avant-propos 
 Si l’exposition professionnelle aux pesticides constitue bien un sujet préoccupant en termes 
de santé publique, la question reste posée de savoir si l’exposition non professionnelle de 
l’ensemble de la population qui se fait essentiellement via l’alimentation (80% selon l’OMS) 
peut exercer un impact sur la santé des consommateurs.  
Au cours de mon travail de thèse, nous avons tenté d’apporter des éléments de réponse en 
testant l’effet de faibles doses de pesticides en mélange d’une part in vitro sur la croissance et 
la prolifération de cellules humaines en culture et d’autre part in vivo chez la souris sur une 
fonction vitale, l’hématopoïèse. 
Dans le chapitre suivant je développerai en premier lieu les études in vitro. 
  39 
Chapitre 2 : Etude in vitro des effets de mélanges de 
pesticides à faibles doses  
 
Chapitre 2 : Etude in vitro des effets de mélanges de pesticides à faibles doses 
 
 40 
I. Choix des pesticides  
La première étape de notre travail a consisté à définir les mélanges de pesticides à tester. 
Plusieurs possibilités pouvaient être envisagées. Les pesticides peuvent être testés en mélange 
en fonction de leur nature chimique, de leurs modes d’action, leurs cibles cellulaires et/ou 
physiologiques, de la probabilité pour les consommateurs d’être exposés à ceux-ci (Apport 
Journalier Maximum Théorique, AJMT), de leur présence dans des compartiments 
particuliers de l’alimentation (fruits, légumes, eau, céréales, etc.), des tonnages utilisés, ou en 
fonction de la présence de résidus dans le plasma ou dans l’urine (dans ce cas on retrouvera 
essentiellement les organochlorés et les organophosphorés, respectivement).  
Pour nos études nous avons choisi dans un premier temps de déterminer les pesticides les 
plus utilisés sur les fruits et légumes en France selon l’index phytosanitaire ACTA (ACTA 
2005). Ensuite, nous avons établi des menus classiques afin de déterminer les pesticides qui se 
retrouvaient en théorie le plus fréquemment dans nos assiettes. De plus, nous avons consulté 
le bilan de surveillance des résidus de pesticides de la Commission Européenne dans le but 
d’identifier les pesticides qui étaient retrouvés sur les fruits et légumes (concernant 15 pays de 
l'UE, plus la Norvège, l'Islande et le Liechtenstein) (Commission of the European 
Communities, 2005). 
Cette démarche nous a conduits à tester tout d’abord un mélange de 5 pesticides qui figuraient 
dans la liste des pesticides les plus retrouvés sous forme de résidus sur les fruits et légumes en 
Europe. Il s’agissait de trois fongicides (Iprodione, Procymidone et Manèbe) et deux 
insecticides (Chlorpyrifos et Endosulfan) (Tableau 1). Le mélange contenait ainsi un 
organophosphoré (le Chlorpyrifos), un dithiocarbamate (le Manèbe), deux dicarboximides 
(l’Iprodione et la Procymidone) et un cyclodiène organochloré (l’Endosulfan).  
Afin de mimer l'exposition des consommateurs aux pesticides, les doses étudiées devaient 
refléter les concentrations de résidus observées dans l'alimentation. C'est la raison pour 
laquelle nous avons choisi de tester des concentrations calculées à partir de la Limite 
Maximale des Résidus (LMR, obtenues de l’index ACTA 2005). Cependant ce mélange nous 
posait deux problèmes ; premièrement, compte tenu de la variation de la LMR pour un même 
pesticide d'un pays à l'autre et selon le type de culture ainsi que selon les pratiques agricoles, 
il était difficile de choisir une concentration à partir de cette valeur. Ainsi, pour respecter 
Tableau 1 : Les mélanges des pesticides : doses testées in vitro et les effets rapportés dans 
la littérature. 
Toxicologie neurologique/
Maladie de parkinson, Pro-oxydant0,004+Roténone
Cancers chez des souris mâles0,08+Dicofol
0,011
0,015
0,014
0,012
0,010
Doses testées 
dans le Mélange
5 pesticides*
(µmoles/L) 
Augmentation du risque de myélome 
multiple et de leucémie, Pro-oxydant0,022+Alachlore
Augmentation de certaines leucémies et 
lymphomes, Pro-oxydant0,278+Atrazine
Cancer de poumons et leucémies
Pro-oxydant 0,008+Diazinon
Augmentation du risque de NHL, 
Cancers des poumons, Pro-oxydant 0,054+Carbofuran
Augmentation du risque de cancers des 
poumons, Pro-oxydant0,342++Chlorpyrifos
Métabolite = ETU : Cancérigène
(cancer de la thyroïde), Tératogène,
Pro-oxydant, Risque de leucémies 
2,262++Manèbe
Pro-oxydant 1,056++Procymidone
Risque de stress oxydant
(déplétion du glutathion (GSH) et 
génération de radicaux libres) 
2,181++Iprodione
Promoteur de tumeurs
Augmentation du risque de Lymphomes 
Non Hodgkiniens, Pro-oxydant 
0,177++Endosulfan
Effets associés
Doses testées 
dans le Mélange
11 pesticides**
(µmoles/L) 
Mélange 
de 11 
pesticides
Mélange 
de 5 
pesticides
Pesticides
 
Les doses représentées dans ce tableau correspondent à la concentration la plus forte pour les 
mélanges testés (nommée « P » dans le texte). 
* Doses calculées à partir de la Limite Maximale des Résidus (LMR). 
** Doses calculées à partir de la Dose Journalière Admissible (DJA). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Chapitre 2 : Etude in vitro des effets de mélanges de pesticides à faibles doses 
 
 41 
notre souhait de tester des faibles doses, nous avons retenu la plus faible LMR définie pour 
l’ensemble des cinq pesticides (0,02 mg/kg de denrées agricoles).  
Dans un second temps, nous avons élargi notre mélange en ajoutant 6 autres pesticides afin 
de mieux refléter les expositions potentielles du consommateur. Pour notre deuxième 
mélange, nous nous sommes basées sur la liste des fruits et légumes les plus consommés en 
France (par jour et par personne). Ceux-ci correspondaient en premier lieu aux tomates, 
carottes et pommes de terre pour les légumes et aux pommes, bananes et raisins pour les fruits 
(Leblanc, 2006). Ensuite, comme décrit précédemment, le choix des pesticides était basé 
d’une part sur les données de l’index ACTA (2005) qui nous a permis de connaître les 
différents pesticides utilisés sur chaque type de culture et d’autre part sur les données du bilan 
de surveillance de la commission européenne concernant la présence des résidus de pesticides 
sur les fruits et légumes (Commission of the European Communities, 2005). En plus de ces 
paramètres, nous avons pris en considération les critères suivants :  
• Les données épidémiologiques visant à relier l’utilisation de certains pesticides avec 
l’augmentation de l’incidence de cancers (essentiellement chez les agriculteurs).  
• Les données toxicologiques expérimentales (effets des pesticides, incluant la 
génotoxicité et la cancérogénèse expérimentales). 
Le tableau 1 récapitule les 11 pesticides sélectionnés. La concentration testée pour chaque 
pesticide a été calculée à partir de la Dose Journalière Admissible (DJA, 
mg/kg/jour/personne). Le choix de la DJA était basé sur le fait que c’était une concentration 
fixe définie par la Commission Européenne pour chaque pesticide quel que soit le pays 
d’utilisation en Europe et quel que soit le type d’aliment consommé. La méthode de calcul des 
doses utilisées et les résultats obtenus avec ce mélange sont présentés dans l’article 1. 
  
 
Figure 7 : Différenciation des cellules Caco2 (D’après Halbleib JM et al 2007). 
(a) Détection par microscopie électronique de la formation de la bordure en brosse au 
niveau de la membrane apicale des Caco2 au cours de la différenciation in vitro (dès la 
mise en culture (0h) jusqu’au jour 19 (19d)) 
 
(b) Courbes d’expression des protéines de la bordure en brosse détectées par microscopie 
confocale (Fig. c) par Halbleib JM et al. 
            L’expression des protéines de la bordure en brosse augmente significativement tout au 
            long de la différenciation 
 
DPP4= dipeptidylpeptidase IV ; ALPI= Alkaline phosphatase intestinale 
MYO1= Myosine 1A ; ANPEP = aminopeptidase N 
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II. Choix des modèles d’études in vitro 
Pour étudier l’effet des mélanges de pesticides in vitro, nous avons travaillé sur des modèles 
de cellules humaines d’origine intestinale, le tractus digestif étant en effet le premier tissu 
exposé à ces composés. Nous avons donc testé nos mélanges de pesticides sur les cellules 
cancéreuses Caco2 (issues d’adénocarcinomes coliques humains), et les cellules normales 
FHC (Fetal human cells).  
Les cellules Caco2 présentent une phase exponentielle de croissance et entrent en 
différenciation spontanée dès qu’elles atteignent la confluence. Les Caco2 ont en effet 
conservé la capacité d’inhibition de contact. Dès la confluence, les différents paramètres 
caractéristiques de la différenciation apparaissent : - la polarisation des membranes 
(apparition d’une membrane basale et d’une membrane apicale caractérisée par une bordure 
en brosse), - la capacité de transport polarisé et - l’expression des enzymes de différenciation 
intestinales (phosphatase alcaline, dipeptidylpeptidase IV) (Pinto et al., 1982; Halbleib et al., 
2007) (Figure 7). Ces cellules présentent ainsi l’intérêt de développer des caractéristiques de 
différenciation qui miment celles des entérocytes normaux et sont souvent utilisées pour 
étudier la différenciation intestinale mais également dans des tests de prolifération et de 
métabolisme cellulaire (Singh et al., 1996; Engle et al., 1998; Schreider et al., 2002; Sergent 
et al., 2008). 
Les cellules FHC ne sont pas des cellules transformées mais sont issues de la muqueuse 
colique normale de fœtus humain. Ces cellules montrent in situ les caractéristiques 
morphologiques et phénotypiques des cellules épithéliales intestinales (polarisation des 
membranes, présence des microvillosités sur la face apicale et des jonctions serrées) (Siddiqui 
and Chopra, 1984). Ces cellules ont été utilisées dans plusieurs études portant sur la 
fonctionnalité des cellules intestinales (prolifération, différenciation, apoptose, ...) (Higuchi 
and Wang, 1995; Haza et al., 2000). 
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III. Matériels et méthodes 
1. Calcul de la concentration à tester pour le mélange des 5 pesticides 
Tous les pesticides, reçus sous forme de poudre, sont dissous dans du DMSO. 
En ce qui concerne la préparation du mélange de 5 pesticides nous nous sommes basées sur 
une dose unique correspondant à la plus faible LMR définie pour l’ensemble des pesticides 
constituant le mélange ; soit 0,02 mg de pesticide/kg de denrée agricole. Afin de calculer la 
dose de pesticides à ajouter au milieu de culture, nous avons considéré que la consommation 
journalière en fruits et légumes d’un individu est de 1kg (5 portions par jour) et que la 
quantité de résidus de pesticides ingérée correspondait donc à 0,02 mg,  puis nous avons 
décidé de choisir l’hypothèse la plus défavorable, à savoir une absorption totale de cette 
quantité puis une dilution dans 5 litres de sang. La concentration sanguine des pesticides 
correspondant à la concentration à laquelle les divers organes pourraient en théorie être 
exposés sera donc considérée égale à 4 µg/pesticides/mL. Ensuite, à partir de la masse molaire 
de chaque pesticide, une concentration en moles/l a été calculée. Les solutions mères ont été 
ajoutées à 0,1% au milieu de culture (Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 
supplémenté avec 4% de sérum de veau fœtal (SVF)). Deux dilutions (de 10 et de 100 fois) du 
mélange dans le DMSO ont été également étudiées. Les concentrations finales testées pour le 
mélange de 5 pesticides étaient de l’ordre de 10 à 15 nmoles/L (Tableau 1). 
En ce qui concerne le mélange de 11 pesticides, les concentrations testées ont été calculées 
selon le même procédé que celui décrit précédemment mais en partant de la Dose Journalière 
admissible (DJA) pour chaque composé. Ainsi, les concentrations testées dans le mélange 
étaient différentes pour chaque pesticide et allaient de 4 nmoles/L à 2,3 µmoles/L (Tableau 1). 
Les solutions mères ont été rajoutées à raison de 0,025% de milieu de culture (DMEM, 4% 
SVF). Deux dilutions (de 10 et de 100 fois) du mélange dans le DMSO ont été également 
étudiées. 
 
2. Mise en culture et traitement des cellules Caco2 et FHC 
Les cellules Caco2 et FHC proviennent de chez American Type culture Collection (ATCC). 
Les méthodes de culture des Caco2 sont décrites dans les matériels et méthodes de l’article 1. 
En ce qui concerne les cellules FHC, leur croissance en culture nécessite l’utilisation d’un 
mélange de deux milieux : Ham's F12 (40%) et DMEM (40%) supplémentés avec 20% SVF, 
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10 ng/mL de toxine cholérique, 5 µg/mL d’insuline, 5 µg/mL de transferrine et 100 ng/mL 
d’hydrocortisone. 
Pour les expérimentations, les cellules FHC confluentes sont détachées après action de la 
trypsine à 37°C et ensemencées dans des plaques de 6 puits. Le milieu de culture est 
renouvelé toutes les 48 heures jusqu’à l’obtention d’une monocouche confluente. Les cellules 
reçoivent ensuite le mélange de pesticides dilués dans le milieu de culture et le traitement est 
renouvelé toutes les 48 heures et pendant 2 semaines.  
 
3. Approches mises en œuvre 
Nous avons examiné l’effet des mélanges des pesticides sur la mortalité des cellules Caco2 
par l’intermédiaire des dosages des protéines totales et d’études de la distribution de ces 
cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire. Nous avons également effectué un 
dosage de l’activité phosphatase alcaline afin de déterminer si les pesticides en combinaison 
pouvaient exercer un effet sur la différenciation cellulaire. Les méthodes utilisées sont 
décrites dans les matériels et méthodes de l’article 1. De plus, d’autres paramètres, décrits 
dans l’article 1, sont également étudiés pour examiner l’effet du mélange des 11 pesticides sur 
les Caco2 (Cf. paragraphe IV.2.1.1.). 
En ce qui concerne les cellules FHC, nous avons effectué uniquement des dosages de la 
quantité des protéines totales et de l’activité de la phosphatase alcaline. Les méthodes de 
récupération des ces cellules et des deux dosages effectués sont les mêmes que celles utilisées 
pour les Caco-2 et décrites dans les matériels et méthodes de l’article 1. 
 
4. Calculs statistiques 
Pour chaque étude, les expériences ont été reproduites trois fois indépendamment et dans 
chaque expérience les traitements ont été réalisés en triplicate. Les moyennes et les écarts 
types ont été calculés et la signification statistique a été analysée au moyen d’un test t de 
student après vérification de l’homogénéité des variances (*p<0,05 ; **p<0,001).  
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Figure 8 : Effets du mélange des 5 pesticides sur les cellules Caco2. 
 
(A) Quantité de protéines totales (mg/mL) des cellules Caco2 traitées avec DMSO ou le 
mélange des 5 pesticides à la concentration P (LMR) ou avec les dilutions (P/10 et P/100) 
après 2 semaines de traitement (Moyennes ± SD, n=3, *p<0,05). 
(B) Pourcentage de cellules Caco2 en phase sub-G0/G1 du cycle cellulaire après 6, 10 et 
14 jours de traitement. Les moyennes (%) ± SD représentent les résultats obtenus à partir 
d’une expérience représentative de trois expériences indépendantes. 
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IV. Résultats 
1. Effets du mélange des 5 pesticides  
Ce mélange de pesticides a été testé sur les cellules Caco2 uniquement. Les cellules Caco2 
ont été traitées dès le lendemain de l’ensemencement et le traitement a été renouvelé tous les 
deux jours pendant 2 semaines. 
L’observation microscopique des cellules Caco2 au cours de l’expérience montre que le 
traitement  entraîne un léger retard des cellules pour atteindre la confluence comparativement 
aux cellules non traitées. Après la confluence, les cellules traitées avec la dose la plus forte du 
mélange (dose « P ») présentaient des zones de lyse du tapis cellulaire. Le dosage des 
protéines totales, qui peut être considéré comme le reflet de la densité cellulaire, nous a 
apporté une confirmation de ces observations (Figure 8).  
En effet, la figure 8.A montre que le traitement des cellules Caco2 avec la dose P entraîne une 
diminution significative de la concentration en protéines totales. Les doses plus faibles (P/10 
et P/100) ne modifient pas ce paramètre.  
La présence de zones de lyse dans le tapis cellulaire après les 2 semaines de traitement avec la 
dose P laissait supposer que le mélange de pesticides entraînait une mortalité des cellules 
après qu’elles aient atteint la confluence. Nous avons donc réalisé des études en cytométrie de 
flux de façon à rechercher si la mortalité cellulaire était liée à un phénomène de nécrose ou 
d’apoptose. En effet, l’étude de la répartition des cellules dans les différentes phases du cycle 
cellulaire, par cytométrie de flux, après marquage des noyaux avec un agent intercalant de 
l’ADN (l’iodure de propidium), permet de voir apparaître en plus des phases classiques du 
cycle cellulaire une phase nommée sub-G0/G1 qui correspond à des cellules apoptotiques 
dont le contenu en ADN est inférieur à celui des cellules en phase G0/G1 (Cf. annexe 6). Nos 
résultats, présentés dans la figure 8.B, montrent que le traitement pendant 10 jours des cellules 
avec le mélange 5P à la dose P entraîne une augmentation significative des cellules en phase 
sub-G0/G1 par rapport aux cellules non traitées. En parallèle, le pourcentage des cellules dans 
la phase G2/M était légèrement diminué à J10 en présence de la dose P (2,8% ± 0,6) versus 
DMSO (5,5% ± 1). De plus, après 14 jours de traitement avec ce mélange, nous avons 
observé une légère augmentation des cellules en phase sub-G0/G1 à la dose P (12% ± 0,5) 
mais cet effet n’était pas significatif par rapport au témoin (10% ± 1) (Figure 8.B). Aucun 
effet significatif n’était observé avec les concentrations plus faibles (P/10 et P/100) tout au 
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long du traitement. L’augmentation progressive de l’activité de la phosphatase alcaline au 
cours de la différenciation cellulaire n’était pas modifiée par le traitement. 
En conclusion, ces résultats montrent que le traitement des cellules Caco2 avec le mélange 
des 5 pesticides à faibles doses exerce un effet toxique, caractérisé par une augmentation de la 
mortalité cellulaire, mais ne semble pas modifier le processus de différenciation cellulaire. 
Nos résultats indiquent aussi que la toxicité du mélange testé dans ce modèle n’est pas liée à 
un phénomène de nécrose mais pourrait être due à la mise en place d’un phénomène 
d’apoptose. Il conviendra de confirmer ces résultats en utilisant d’autres marqueurs de la mort 
cellulaire programmée, et il serait intéressant de connaître les mécanismes par lesquels ce 
mélange exerce cette toxicité et d’en tester l’effet sur d’autres modèles de cellules humaines 
différenciées. 
 
2. Effets du mélange des 11 pesticides 
2.1. Impact du mélange des 11 pesticides sur les cellules Caco2 
2.1.1. Introduction 
Les résultats obtenus avec le mélange de 11 pesticides sont représentés dans l’article 1 
soumis à publication dans le journal « Toxicology In vitro ».  
Dans ce travail nous avons examiné in vitro les effets de l'exposition chronique (14 jours) au 
mélange de 11 pesticides à faibles doses (allant de 4 nmoles/L à 2,3 µmoles/L) (Tableau 1) 
sur la prolifération, la différenciation et le statut oxydo-réducteur des cellules Caco2.  
L’effet sur la mortalité des cellules Caco2 a été suivi par l’intermédiaire des dosages des 
protéines totales, des comptages cellulaires et d’études de la distribution des cellules dans les 
différentes phases du cycle cellulaire. Nous avons également effectué un dosage de l’activité 
phosphatase alcaline afin de déterminer si les 11 pesticides en combinaison pouvaient exercer 
un effet sur la différenciation cellulaire. L’induction du stress oxydant étant un des 
mécanismes les plus rapportés pour la toxicité des pesticides, nous avons essayé de savoir si 
le traitement avec les 11 pesticides en mélange à faibles doses était susceptible d’entraîner des 
perturbations du statut oxydo-réducteur des cellules. Pour cela, nous avons mesuré l’activité 
de trois enzymes antioxydantes responsables de la détoxification des espèces réactives de 
l’oxygène : la catalase, la superoxyde-dismutase et la glutathion-peroxydase.  
Enfin, nous avons également examiné l’effet de chaque pesticide individuellement, dans les 
mêmes conditions de culture et de traitement, à la concentration calculée à partir de la DJA, 
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sur la mortalité (comptages cellulaires) et la différenciation des cellules Caco2 (dosage de la 
phosphatase alcaline), dans le but de déterminer si l’effet observé avec le mélange était 
attribuable à une entité chimique particulière. 
 
2.1.2. Article 1 
 1 
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Abstract 
 
Human populations are generally exposed to pesticides via food intake. These compounds are 
of major health concern since epidemiological and experimental studies revealed adverse 
effects. In this work we evaluated in vitro the toxicity of chronic exposure to a pesticide 
mixture at doses that mimic the consumer’s exposure through diet. Eleven pesticides 
(Alachlore, Atrazine, Carbofuran, Chlorpyrifos, Diazinon, Dicofol, Endosulfan, Ipodione, 
Maneb, Procymidone and Rotenone) were tested in combination at low doses (from 4 
nmoles/L to 2.3 µmoles/L), on cell growth, death and differentiation, and on cell cycle and 
oxido-reductive status in human Caco2 cells. We also examined the effect of single pesticides 
on cell survival at the same concentrations as in the mixture. We observed that alkaline 
phosphatase activity of Caco2 cells was not affected upon treatment. However, our results 
clearly showed that exposure to the pesticide mixture increased the number of dead cells 
associated with an increase in the percentage of sub-G0/G1 apoptotic cells and induced the 
activity of antioxidant enzymes (Superoxide dismutase, Catalase and Glutathion peroxidase). 
These findings indicate that chronic exposure of Caco2 cells to low doses of pesticide mixture 
induces cell death without affecting cell differentiation and that the effects may be related to a 
pro-oxidative mechanism.  
 
Keywords: Pesticides mixture; low doses; cytotoxicity; oxidative stress; in vitro; Caco2 cells 
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Introduction 
 
Pesticides are a group of heterogeneous compounds used to control insects, weeds, or other 
pests and plant diseases. Pesticides have been widely used for the enhancement of agricultural 
productivity and crop yields, for forest and plantation protection, and for the eradication of 
insect-born endemic diseases. Currently, about 500 active pesticide ingredients are registered 
in a wide range of commercial products for use in agriculture in order to meet food supply 
demands in France.  
The presence of pesticides in the environment and in food is a great public concern since in 
addition to their intended effects, many of these biologically active compounds are a source of 
potential hazard to the environment and are suspected risk factors for human health (Alavanja 
et al., 2004; Bassil et al., 2007). Indeed, the incidence of certain disorders such as 
neurodegenerative diseases and cancers cannot only be explained by well-known risk factors 
(such as hereditary, genetic susceptibility or viral infections). It is now suspected that some 
environmental compounds may be involved in the etiology of some of these disorders.     
 In the field of human cancer, there are epidemiological lines of evidence that exposure to 
pesticides is associated with an increased frequency of cancer. Indeed, many meta-analyses 
and reviews report an increased risk of cancer of the prostate (Mink et al., 2008), brain 
(Provost et al., 2007) and  hematopoietic system (Merhi et al., 2007) and more specifically of 
leukemia and multiple myeloma (Alavanja and Bonner, 2005; Orsi et al., 2007; Van Maele-
Fabry et al., 2007; Van Maele-Fabry et al., 2008) in professionally exposed populations. 
Moreover, occupational exposure to pesticides is often linked to genetic events in peripheral 
blood cells (DNA damage, DNA break, DNA adducts, chromosomal translocation) which 
could be involved in carcinogenesis (Le Goff et al., 2005; Ergene et al., 2007; Naravaneni and 
Jamil, 2007; Tope and Panemangalore, 2007; Muniz et al., 2008). 
Pesticides have also been shown to affect human cellular function in vitro arguing for the 
potential hazardous properties of pesticides in humans. For example, these compounds have 
been shown to individually induce oxidative stress or to modify cell signaling pathways 
involved in the control of cell growth and cell death. (Ledirac et al., 2005; Li and Kawada, 
2006; Antherieu et al., 2007; Drechsel and Patel, 2008; Rio and Velez-Pardo, 2008; Saulsbury 
et al., 2008).  
A pesticide is rarely applied alone in its agricultural use, but it is more likely to be used in 
combination with a number of other pesticides that may have their own effects. Indeed, 
human populations are generally exposed to mixtures of pesticides raising the questions as to 
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the possible unexpected interactions between such residues leading to adverse toxicological 
effects. The question is whether chemical mixtures could have adverse effects when 
chemicals are combined at low doses, in particular chemicals that do not induce observable 
effects when used in isolation. Several authors have attempted to investigate the mechanism 
of toxicity of pesticide mixtures (Ito et al., 1995; Carpy et al., 2000; Payne et al., 2001; 
Zeljezic et al., 2006). Kortenkamp (Kortenkamp et al., 2007) have recently reviewed the 
literature on low dose mixtures and have concluded that there is no empirical evidence 
showing that chemicals with a different mode of action are safe at levels below NOAELs ( 
no-observed adverse effect levels). It is clear from numerous studies that it is difficult to rule 
out the possibility of mixture effects from low dose multiple exposures and that one cannot 
predict the effect of the combination of compounds from the effect of each individual 
compound (Marinovich et al., 1996; Sapone et al., 2007).  
The aim of our work was to evaluate in vitro the cellular toxicity of a pesticide mixture at low 
doses. Different types of mixtures have been already tested. Pesticides have been chosen 
among the same chemical family (Payne et al., 2001), among compounds tested for additivity 
based on statistical equivalence (Stork et al., 2006), among the latest new products or among 
contaminants which reflect blood contaminants profiles (Padhi et al., 2008). Moreover, 
pesticides have been tested with their formulation products or with their own metabolites 
(Zeljezic et al., 2006; Enoch et al., 2007; Van Maele-Fabry et al., 2008). Pesticides have also 
been tested in a mixture because they have the same cellular targets (Canistro et al., 2008), or 
or effects (such as neurotoxicity (Feron et al., 1998) or nephrotoxicity (Jonker et al., 1993)).   
In our approach we tried to examine how pesticide residues in food can have an impact on the 
consumer’s health. Therefore, as a first step we based our work on the “Monitoring of 
Pesticides Residues in products of Plant origin” report elaborated by the Commission of the 
European communities (Commission staff working document, Brussels, 2005). Secondly, in 
order to provide a complementary picture, we attempted to find out which fruits and 
vegetables are the most consumed in France (personal communication from J.C. Leblanc 
(Leblanc, 2006)). Consequently, we could predict what combination of pesticides we would 
find in a standard diet including only vegetables, fruits and cereals as the report of the 
Commission of the European Community does not include monitoring of foodstuffs of animal 
origin. Furthermore, in order to mimic the consumer’s exposure to pesticides through food we 
chose to test a mixture of these pesticides at doses corresponding to the Admissible daily 
intake (ADI) defined for each pesticide by the European Community (AFSSA., 2005.).  
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We examined the in vitro effects of chronic exposure (every 48 hours) to this pesticide 
mixture (see table 1) at low doses (ranging from 4nmoles/L to 2.3µmoles/L) on cell mortality, 
differentiation and oxidative status of Caco2 cells over a 14-day treatment period. The Caco2 
cell line originates from a tissue which may have been exposed in vivo to food contaminants 
and expresses typical differentiation markers of mature intestinal cells at confluence (Saaf et 
al., 2007).  
Ours results show that chronic exposure of Caco2 cells to pesticide mixtures induced cell 
death without affecting cell differentiation. Moreover, the toxicity of the pesticide mixture at 
low doses may be related to a pro-oxidative mechanism. Comparison with the effect of single 
pesticides shows that the toxic effect of the mixture does not seem to be due to one or to a few 
specific compounds.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table1. Characteristics, concentrations and classification of the eleven pesticides included in the mixture 
 
Chemical 
tested 
Group 
(Family) Purity 
ADI 
(EC §) 
(mg/Kg/day) 
 
Concentration 
Used 
(µmoles/L) 
Cancer 
classification 
(EPA ¶) 
WHO** 
Class 
by 
hazard 
Alachlore Herbicide (Chloroacetamide) 99.2% 0,0005 0,022 
Likely 
(high doses) 
 
Not likely 
(low doses) 
III 
Atrazine Herbicide (Triazine) 97.4% 0,005 0,278 C U 
Carbofuran Insecticide (Carbamate) 
99.9% 
 
0,001 0,054 Not likely IB 
Chlorpyrifos Insecticide (Organophosphate) 99.2% 0,001 0,342 E II 
Diazinon Insecticide (Organophosphate) 99% 0,0002 0,008 Not likely II 
Dicofol Insecticide (Carbinol) 97.6% 0,0025 0,081 C III 
Endosulfan 
(α + β=2+1) 
Insecticide 
(Cyclodiene) 99.5% 0,006 0,177 Not likely II 
Iprodione Fungicide (Dicarboximide) 99.9% 0,06 2,181 Likely U 
Maneb Fungicide (Dithiocarbamate) 90.4% 0,05 2,262 B2 U 
Procymidone Fungicide (Dicarboximide) 99.9% 0,025 1,056 B2 U 
Rotenone Insecticide (Rotenoid) 93.2% 0,000125 0,004 E II 
 
§ EC (European Community)  
¶ EPA (Environmental Protection Agency) cancer classification: B2 = probable human carcinogen, C = possible 
human carcinogen, E = Evidence of non carcinogenicity for humans,  
** WHO Classes (The World Health Organisation recommended classification of pesticides by hazard, 2004): IB 
= highly hazardous, II = moderately hazardous, III = slightly hazardous, U = unlikely to present acute hazard in 
normal use. 
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Materials and Methods  
 
Materials 
All pesticides were purchased from Fluka (Riedel-de-Haën®, France). Vitamin E (Alpha-
Tocopherol, T3251), all common biochemical compounds (Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium (DMEM), nonessential amino acids, antibiotics (penicillin – streptomycin solution), 
Phosphate buffer saline, Trypsin, EDTA...) and all chemicals used for the enzymatic dosages 
came from Sigma-Aldrich (France). Fetal bovine serum (FBS) and the sterile material used 
for culture (flasks and culture plates) were obtained from Dominique Dutscher (France). Cell 
counting was performed in Isoton II diluents using a Coulter® counter (Beckman and coulter, 
France). The staining kit for DNA, DNAcon3, was provided by DakoCytomation (France) 
and samples were analyzed by an EPICS XL flow cytometer from Beckman and Coulter. The 
human colorectal cancer cells (Caco2) were purchased from the American Type Culture 
Collection (ATCC, USA). Images from cell cultures were acquired by a Zeiss Axiocam HRC 
with the Axiovision software Release 4.6. (Carl Zeiss microlmaging GmbH, Germany). 
 
Pesticide solutions 
The majority of the pesticides were highly lipophilic. Therefore, they were dissolved in 
DMSO. For each pesticide a stock solution of 500mM was prepared, except for Procymidone 
for which the stock solution was 400mM. Various aliquots from the same stock solutions 
were used throughout the experiments in order to prepare a mixture of eleven pesticides. Each 
tested concentration was run in duplicates or triplicates and averages were recorded. 
Control cells were treated with DMSO. The final DMSO concentration was 0.25°/°°. The 
pesticides investigated, with their ADI (mg/kg of body weight/day), purity (%) and tested 
concentrations are all represented in table 1. The tested concentrations ranged from 4 
nmoles/L to 2.3 µmoles/L. 
Calculation of the tested pesticide concentrations  
Our objective was to mimic a chronic exposure of the general population to the most 
frequently used pesticides. Therefore, the doses we tested in vitro were estimated from the 
Admissible Daily Intake (ADI) value (mg/kg of body weight/day) defined for each pesticide 
by the Commission of the European community (See table 1). The calculations were based on 
two assumptions: First, we considered that the average body weight was 60 kg/person and we 
calculated the quantity of pesticides that could be ingested per person per day. Secondly, we 
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assumed that the quantities of pesticides ingested would be completely absorbed and 
transported in the blood (5 Litres). Then, we obtained for each pesticide a concentration in 
mg/L that was converted into µmoles/L using their given molecular weights.  
 
Cell culture 
Caco2 cells were grown as monolayer cultures in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
(DMEM) supplemented with 10% heat inactivated Fetal Bovine Serum (FBS), 1% 
nonessential amino acids, 100UI/ml penicillin and 100µg/ml streptomycin. Cells were 
maintained in 75cm2 flasks at 37°C in a humidified atmosphere of air/CO2 (95%/5%). 
 
Subculture and treatment 
For cell counting and sub culturing, the cell layers were washed then dispersed with a solution 
of 0.25% Trypsin-0.53mM EDTA. Cells were then suspended in DMEM + 10% FBS, 
counted and seeded in 6-well culture plates at a density of 25.104 cells per well in 2.5ml 
DMEM + 10% FBS+ 1% nonessential amino acids (105 cells/ml). After incubation of the cells 
for 18 hours to allow adherence and initiation of proliferation, the medium was changed to 
2ml DMEM + 4% FBS supplemented with the different concentrations of the pesticide 
mixture or the DMSO vehicle at a final concentration of 0.25°/°°. The latter medium with test 
compounds was changed every 48h. 
  
Cell counting 
Serial measurements of the number of adherent and floating cells were used to establish the 
effects of pesticides on cell growth and mortality respectively. Cells were plated at 105 
cells/ml into replicate wells of a 6-well culture plate and assayed at two time points, following 
7 and 14 days of treatment. At designated time points, dead cells in supernatants were 
collected from each well independently, rinsed and suspended in PBS.  Then, each monolayer 
was dispersed with a solution of 0.25% Trypsin-0.53mM EDTA. Trypsin was neutralized 
with 10% FBS+ DMEM and cells were washed and suspended in PBS. Cell numbers were 
determined using a Coulter® counter. The percentage of mortality was estimated by 
calculating the ratio of floating cells (supernatant) to total cells (monolayer and supernatant) 
for each treatment (with pesticides or control). Hence, living cells were estimated as the 
percentage of attached cell numbers (monolayer) after treatment with pesticides compared to 
control (DMSO set to 100%) at the indicated time points.  
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Alkaline phosphatase assay 
Alkaline phosphatase (ALP) activity was measured in whole cell lysates and served as a 
marker of enterocytic differentiation (Singh et al., 1996). This assay was adapted from Walter 
K. & Schütt C. (1974) (Walter, 1974). At designated time points, layers were washed twice 
with cold NaCl 9°/°° and  triplicate cultures from each treatment were collected independently 
in ice-cold TRIS buffer (50mM, pH=7.5) after scraping with a rubber policeman (final 
volume of 150µl). Cell suspensions were then homogenized by several passages through a 
25G needle fitted with a 1ml syringe. Enzymatic reaction was carried out after addition of p-
nitrophenyl-phosphate followed by 30 minutes of incubation at 37°C. ALP activity was 
measured by determining the absorbance of the yellow colored p-nitro-phenol at 410 nm. 
Results are expressed in µmoles per g of proteins. Cell protein concentrations from each 
lysate was measured using the Bradford method. 
 
Bradford assay 
We used the Bradford assay, a dye-based assay adapted from Bradford 1976 (Bradford, 
1976), to determine the protein contents. Cell lysates were diluted in NaOH (0.1 mmoles/L) 
and incubated with Bradford work buffer for 20-25 minutes at room temperature. Optical 
density was read at 595 nm. Bovine Serum Albumin (BSA) was used as a standard protein 
(0.25 to 2 mg/ml). 
 
Cell cycle analysis 
We examined the effect of the pesticide mixtures on the distribution of Caco2 cells in the 
different phases of the cell cycle by quantifying DNA content. Cells were seeded in triplicates 
in 6-well plates and different concentrations of the pesticide mixture were added with a fresh 
medium every 48h. The impact of pesticides was tested after 14 days of treatment but also at 
days 6 and 10 post-treatment. For each assay, we pooled cells floating in the culture medium 
(dead cells) and cells attached in the layer (viable cells). DNAcon3 staining kit for DNA 
analysis uses the intercalating properties of Propidium Iodide (PI), a DNA-binding 
fluorochrome, to determine the DNA content in cells. Briefly, a ready-to-use Propidium 
Iodide solution is added to test tubes that contain a lyophilized buffer mixture of trypsin 
RNase and a chromatin stabilizer. Then, 100µL of each cell suspension was added to each test 
tube. Samples were then analyzed by flow cytometry in an EPICS XL cytometer. The 
distribution of cells in the different phases of the cell cycle depends on their DNA content, 
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which is correlated with the intensity of fluorescence of incorporated Propidium Iodide 
detected by the flow cytometer. 
 
Determination of antioxidant enzyme activities 
 
Caco2 cells were plated at 105 cells/ml into 20cm2 Petri dishes. They were treated with the 
test compounds added to a fresh medium (DMEM + 4% FBS) after 18 hours of plating then 
every 48 hours. Pesticides were tested in the absence and presence of Vitamin E. In this last 
condition, cells were pre-treated with 10µM Vitamin E in fresh media, pesticides were added 
two hours later.  
For the experiment, total cell population (floating and attached cells) was collected by gently 
scraping with a rubber policeman in cold ice. Cell suspensions were centrifuged (900rpm, 
4°C) and washed twice in PBS. Cell pellets were suspended in phosphate buffer (50mM, 
pH=7) supplemented with 1mM EDTA and membranes were disrupted using ultrasounds 
three times for 10 seconds. After further ultracentrifugation of lysates at 105000g for 1 hour, 
supernatants were used to determine the activities of superoxide dismutase (SOD), catalase 
(Cat) and glutathione peroxidase (GPx). The Cat activity was quantified using the method 
developed by Aebi (Aebi, 1984) by measuring the decomposition of hydrogen peroxide 
(H2O2) at 240nm. The activities of total cytosolic SOD, Mn SOD and Cu,Zn SOD, were 
determined according to the method developed by Oberley (Oberley and Spitz, 1984). This 
method consists of using a system (xanthine- xanthine oxydase) that, in the presence of water, 
generates the radical superoxide which may either be eliminated by SOD or react by 
transforming the yellow colored Nitroblue Tetrazolium (NBT) into Formazan blue dye. One 
unit of SOD was defined as the amount of enzyme, which inhibited by 50% the formation of 
Formazan blue observed at 560nm. The GPx activity was determined using the method 
developed by Lawrence and Burk (1976) (Lawrence and Burk, 1976). Briefly, the activity 
was measured for different protein concentrations of each sample added to a mixture of 
phosphate buffer 50mM pH=7, EDTA 1mM, NaN3 1mM, NADPH 0.45mM, GSH 1mM, 
Glutathion reductase 0.24 U/ml in a final volume of 900µL. The reaction was started after 5 
minutes of incubation by adding 0.25mM H2O2. We observed the oxidation of NADPH at 
340nm by the coupled reaction with GSH reductase.  
All activities were expressed as values normalized to protein concentrations (units/mg 
protein) determined in the supernatant according to the method developed by Bradford et al. 
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Statistical analysis 
All data was analyzed by comparing results obtained for cells treated with DMSO (control) 
and cells treated with the mixture of pesticides at the different concentrations tested. An 
unpaired t-test was performed after verification of the homogeneity of the variance of the 
data. Results were represented as mean ± SD and statistical significance was judged at p < 
0.05. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.1. Morphological changes in layers of treated Caco2 cells. One day after seeding and every 2 days, cells 
were treated with a pesticide mixture at doses P/100 (B), P/10 (C), P (D) and 10P (E). Control cells correspond 
to cells treated with DMSO at 0.25°/°° (A). Figure 1.F corresponds to cells treated with Maneb at 2.26 µmoles/L. 
Photos of Caco2 cultures were taken at day 14 post-treatment by phase contrast microscopy (x40). Full arrows 
represent typical domes of differentiated caco2 confluent monolayers and dotted lines show the lysis area.  
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Results 
 
The results presented below refer to effects observed at the concentrations of pesticides given 
in Table 1 and determined as described in Materials and Methods. 
 
Effects on cell morphology  
As described in Materials and Methods, one day after seeding, Caco2 cells were treated either 
with the pesticide mixtures at the P dose (estimated from the ADI) or with its serial dilutions 
(P/10 and P/100) and control cells received DMSO (0.25 µL / ml) added in DMEM 
supplemented with 4% FBS. Treatment with fresh medium was repeated every 2 days. 
Throughout the manipulations, Caco2 cells were observed with a microscope in order to 
control the absence of contamination, monitor their state of proliferation and detect the day of 
confluence.  In our experimental conditions, in the absence of any treatment, Caco2 cells 
demonstrated an initial rapid phase of growth on day 2 of culture and confluence appeared 
between days 8-10 of culture. The post-confluent phase was characterized by the formation of 
domes (Figure 1.A.) correlating with cellular differentiation assessed by the activity of the 
Alkaline phosphatase that progressively increased between days 6-14 of culture (from 
undetectable activity at day 2 to a value of 10.2 ± 0.3 µmoles/g of proteins at day 14).  
On the contrary, microscopic observation revealed that confluence appeared later in treated 
cells with the mixtures at the P dose. Furthermore, we noticed that after confluence, cell 
layers were getting discontinuous and numerous floating cells appeared in the supernatant 
upon treatment (dose P).   
Figures 1 represent Caco2 cells after a 14-day treatment period with increasing doses of 
pesticide mixtures. The cell layer was unchanged in the presence of P/10 (Fig 1.C) and P/100 
(Fig 1.B) compared to control cells (Fig 1.A). On the other hand, in P treated cells although 
domes appeared in the layer as in controls, numerous lysis areas were observed (Fig 1.D). Of 
note, in the presence of the 10P concentration we observed an early deterioration of cell 
layers, which never reached confluence (Fig 1.E). 
In order to assess whether the observed effect of the mixture on cell lyses was due to one or 
several compounds, we tested the effect of each pesticide within the mixture on cell 
morphology at the doses indicated in table 1. Treatment of Caco2 cells in the presence of 
single pesticides showed heterogeneous patterns compared to cells treated with the mixture. 
 Fig.2. Impact of pesticides on the differentiation of Caco2 cells. Incubation of Caco2 cells with pesticide 
mixture (A) or single pesticides (B) was started on the first day after seeding by adding the compounds in 
DMEM 4% FBS. All solutions were prepared in DMSO as described in Materials and Methods. Treatment was 
repeated every 2 days and differentiation of cells was studied by measuring ALP activity (µmoles/g protein) of 
adherent cells at day 14 post-treatment as described in Materials and Methods. Protein contents were determined 
by the Bradford method. Histograms represent the percentage of ALP activity (Mean ± SD) (n=4 (A), n=1 (B), 
with triplicates) in pesticide treated cells compared to control (DMSO set to 100%). Unpaired t-test was used for 
statistical comparisons, *p<0.05, **p<0.01.   
 
 
Fig.3. Impact of pesticide mixture on cell growth and mortality of Caco2 cells. Caco2 cells were exposed to 
the different chemicals (pesticides or DMSO) added to DMEM, 4% FBS fresh medium one day after seeding 
and every two days. All solutions were prepared in DMSO as described in Materials and Methods. Histograms in 
fig.A show the ratio of adherent cells after pesticide treatment versus control (DMSO=100%). Histograms in 
fig.B represent the percentage of dead cells after the treatment (with the pesticide mixture or DMSO). Every 
parameter was examined at two-time points, after 7 and 14 days of treatment. Results are represented as mean ± 
SD (n=1 with replicates for day 7 and for the dose 10P, n=2 with triplicates for day 14).  
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However, we noticed that the pesticide Maneb induced observable cell death, greater than that 
observed with the mixture and the other pesticides alone (Figure 1.F.). 
 
Effects on Alkaline phosphatase (ALP) activity in Caco2 cells at day 14 of culture 
One day after seeding, Caco2 cells were exposed to either the mixture of 11 pesticides at the 
indicated doses (P, P/10 and P/100) or to single pesticides (see table 1 for doses). The 
treatment was repeated every 2 days during 14 days. Cell layers were recuperated and 
prepared for ALP activity measurements as described in Materials and Methods. The results 
are represented in figure 2. The mixture of the 11 pesticides demonstrated a dose related 
effect on ALP activity with a significant increase (p<0.05) of 62% and 46% compared to the 
control level in the presence of initial concentration P and its 10 fold dilution P/10 
respectively (Figure 2.A). We observed that the pesticides had no effect compared to control 
when the mixture was diluted 100 fold (P/100). 
Results obtained with single pesticides demonstrated that most of them induced ALP activity 
except Maneb, that showed no effect compared to control. ALP activity increased more 
significantly in the presence of Rotenone, Diazinon and Iprodione than with the “P” mixture. 
The increase in activity observed with the seven other pesticides varied from 20% (Alachlore) 
to 61% (Procymidone) (Figure 2.B). Our results suggest that the treatment with pesticides 
tested separately or in low dose mixtures does not affect the differentiation process of Caco2 
cells in agreement with the microscopic observations as described in the above paragraph.  
 
Effect of pesticide mixtures and single pesticides on cell growth and cell death 
We estimated the impact of different pesticide treatments on cell growth and cell death by 
determining the amount of adherent cells (living cells) on the one hand and of floating cells 
(dead cells) on the other hand. Caco2 cells were exposed to either the mixture of 11 pesticides 
at the indicated doses (10P, P, P/10 and P/100) or to single pesticides (see table 1 for doses) 
on the first day after seeding then every two days. At the indicated times, floating and 
attached cells were collected separately for cell counting as described in Materials and 
Methods. Effects of the pesticide mixtures on cell growth and cell death are presented in 
figure 3.  
Treatment of Caco2 cells with diluted solutions of the pesticide mixture induced a slight 
decrease in the number of attached cells (16% ± 20 to 31% ± 17 for P/10 and 27% ± 7 to 18% 
± 7 for P/100 at days 7 and 14 respectively) (Figure 3.A.) and did not affect cell survival (Fig 
3.B.) throughout the treatment period. However, addition of the pesticide mixture at the P 
 Fig.4. Impact of single pesticide treatment on cell growth and mortality of Caco2 cells. Caco2 cells were 
incubated with the single pesticides from the mixture at the doses indicated in table 1. Cell numbers were 
determined at days 7 and 14 post-treatment as described in Materials and Methods. Fig.A represents ratio of 
adherent cells (living cells) in treatment versus control (DMSO set to 100%). The percentage of dead cells upon 
treatment with pesticides and DMSO is shown in fig.B. P represents the pesticide mixture tested in the same 
experimental conditions. Results are means ± SD from one single experiment with replicates.  
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Fig.5. Percentage of apoptotic Caco2 cells upon pesticide mixture treatment. Caco2 cells, incubated with the 
mixture of pesticides one day after seeding and every 2 days, were collected at day 14 then stained with DNA-
binding fluorochrome (Propidium iodide) in order to determine the percentage of cells in Sub-G0/G1 phase 
(mean± SD) by flow cytometer. Representative data are from one experiment (with triplicates) out of three 
independent experiments. *p<0.05 compared with DMSO (unpaired t-test).    
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dose led to an important decrease in the number of living cells (64% ± 7) at day 7 which was 
maintained at day 14 (59% ± 7). We particularly noticed that the treatment with the 10-fold 
solution of the P mixture considerably increased its effect on cell growth and cell death. In 
fact, the percentage of attached cells decreased by 86% and 94% in parallel with an increase 
in the percentage of dead cells by 18% and 11% compared to control (3% and 4%) at days 7 
and 14 respectively. (Fig 3.A, 3.B) 
Figure 4 represents results obtained when the effect of single pesticides was tested after 7 and 
14 days of treatment on attached (Fig 4.A) and dead (Fig 4.B) cells. After 7 days of treatment, 
we observed an important impact of Maneb on cell growth (decrease of 66% of adherent cell 
number versus DMSO) and cell death (5% of dead cells compared to 3% for DMSO) that 
represented a comparable effect to that observed with the P mixture.  
The most important impact on cell growth and cell death for the other pesticides was observed 
only after 14 days of treatment. Indeed, a great decrease in the number of attached cells after 
treatment of cells with Maneb (60% ± 1), Diazinon (55% ± 1), Alachlore (55% ± 5) and 
Rotenone (39%) was observed. A slight decrease in survival (15% to 19%) appeared in cells 
treated with Atrazine, Chlorpyrifos, Procymidone and Iprodione. In parallel, increased cell 
death was observed with the pesticide mixture (P) and also with the pesticides Alachlore, 
Iprodione and Maneb (5.2% ± 1.3, 5.4% ± 0.8, 4.8% ± 0.3 and 5.1% ± 0.2 respectively 
compared to 3.7% ± 0.1 for DMSO). When we compared the results we did not notice an 
impact of Endosulfan on attached cells. However, a slight increase in the number of attached 
cells was obtained at day 14 with Dicofol (116%) and Carbofuran (110% ± 4).  
 
Cell cycle 
The increase in the number of dead cells upon the treatment with the pesticides at P dose led 
us to determine the percentage of cells in the Sub-G0/G1 phase of the cell cycle, which 
corresponds to the apoptotic population. Cells were exposed to different concentrations of the 
pesticide mixture (P, P/10 and P/100, see table 1) on the first day after seeding and every two 
days. The distribution of cells in the different phases of the cell cycle was then analyzed at the 
indicated times with the flow cytometer as described in Materials and Methods. Our results 
clearly show that 14 days of treatment with the P dose induced a significant increase in the 
percentage of cells in the sub-G0/G1 phase compared to DMSO (Figure 5). This effect 
diminished with decreasing doses of the mixture (P/10 and P/100). Moreover, analysis of the 
cell cycle during the treatment with the mixture showed that the number of apoptotic cells 
increased slightly on the 6th day of treatment compared to DMSO (10.4% ± 1 versus 7.9% ± 
Table 2: Distribution of Caco2 cells in the different phases of the cell cycle †† 
Test  
compound G0/G1 Phase  S  Phase  G2/M Phase  
 Day 6 Day 10 Day 14 Day 6 Day 10 Day 14 Day 6 Day 10 Day 14 
DMSO 58.4 ± 1.6 67.9 ± 0.5 74.1 ± 0.6 22.9 ± 0.5 13.7± 0.1 10.1 ± 0.4 10.8 ± 0.8 9 ± 1.7 5.6 ± 0.8 
P 58.6 ± 1.2 66.5 ± 1 72.0 ± 1.2 17.9 ± 0 11.8 ± 0.2 8.7 ± 0.4 13.1 ± 0.6 7.5 ± 0.5 5.2 ± 1 
 
††
 Caco2 cells were incubated with DMSO or the pesticide mixture at the indicated dose one day after seeding. 
Treatment was repeated every 2 days and percentage of cells in the different phases of the cell cycle was 
determined after 6 and 10 days using a DNA staining kit for flow cytometry as described in Materials and 
Methods. Results (mean ± SD) represent percentages of cells in each phase of the cell cycle from one typical 
experiment with triplicates.  
 
 
 
 
Fig.6. Impact of pesticide mixture on antioxidant enzymes activities. Caco2 cells were exposed to the 
pesticide mixture for 14 days at the indicated dose. Treatment was started on the first day after seeding and was 
repeated every 2 days. The activities of Glutathion peroxidase (A), Catalase (B) and total Superoxide dismutase 
(C) were measured in the cytosolic fractions of cell lysates as described in Materials and Methods. Histograms 
represent the ratio calculated for treated cells compared to control (DMSO set to 100%). Results are the mean ± 
SD for 3 (GPx), 4 (Cat) and 2 (SOD) independent experiments. Unpaired t-test was used to compare the 
activities in treated cells versus DMSO, *p<0.05. No statistical analysis was performed for SOD due to the 
reduced amount of data. 
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1) and was statistically significant at day 10 (14.2% ± 1 versus 9.4% ± 1, p<0.05). This effect 
was preceded by an increase in the percentage of cells in the G2/M phase on day 6 of 
treatment compared to control (Table 2). In addition, we noticed that the increase in the 
number of cells in the Sub-Go phase, in the presence of pesticides at P dose on days 10 and 
14, was associated with a decrease in the number of cells in S and G2/M phases compared to 
control (table 2). These last results were not statistically significant.  
 
Effects of the pesticide mixtures of on the oxido-reductive status in Caco2 cells  
In order to determine whether the adverse effect of pesticides was linked to an oxidative stress 
we first measured antioxidant enzyme activities (Catalase, Glutathion peroxidase and 
Superoxide dismutase) in cells chronically exposed to different doses of the pesticide mixture 
following 14 days of treatment. Cytosolic fractions were extracted and enzymatic activities 
were determined as described in Materials and Methods. Results presented in figure 6 show 
that GPx (Fig 6.A) and Cat (Fig 6.B) activities increased significantly in the presence of the 
pesticide mixture (P) compared to the activity in the presence of the control (DMSO). This 
effect decreased with the lower P/10 dose of the mixture and was not observed when cells 
were treated with the P/100 concentration of the mixture. Our results also clearly show that 
activity of total SOD was dose-dependently induced in the presence of the pesticide mixture 
(Fig 6.C). These results suggest that the toxicity of the mixture observed in our experimental 
model may be linked to their pro-oxidative effects.  
Consequently, we examined whether the effect of the pesticides on cell growth and cell death 
could be modified in the presence of an antioxidant. For this reason, cells were pretreated with 
10µM vitamin E, 2 hours before the addition of the pesticide mixture at P dose. Medium was 
changed every 2 days and dead and living cells were then counted as described in Materials 
and Methods. Our results clearly show that the addition of vitamin E did not change the effect 
of the pesticide mixture on cell death (9.5% ± 1.1 versus 8.7% ± 1.1) or on cell growth 
(46.2% ± 7.8 versus 42% ± 1.8 for vitamin E pretreated cells or not respectively). These 
findings suggest that the cytotoxic effect of the pesticide mixture is not linked to a pro-oxidant 
activity. However, the pretreatment with Vitamin E does not modify the effect of the 
pesticides mixture on the activities of antioxidant enzymes (data not shown).  
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Discussion 
 
Although the use of pesticides in the last decades has led to some economical benefits, their 
toxicological effects on human health and environment must be considered. Currently, only 
the effects of single molecules are being studied, but the risk associated to pesticide mixtures 
remains to be estimated. When fruit and vegetables are analyzed for single pesticides, the 
relative residual values were virtually always within the legal limits. However, the 
contemporary presence (e.g. total amount) of different molecules has never been submitted to 
restrictive controls. Due to the spreading process, various pesticides are environmentally 
present in the same open field (cloud, water, rain, smog, etc...), therefore a variety of 
potentially multi-contaminated foods are regularly ingested by consumers (Ross et al., 2006). 
Nevertheless, the effects of pesticide mixtures have been examined in some studies but 
chemicals were examined at much higher concentrations than those to which the consumer 
may be exposed to via food.  
Thus, to more closely mimic the real situation of exposure, the aim of our work was to 
examine in vitro the impact of a chronic exposure to a mixture of pesticides that are most 
frequently found as residues in food. Moreover, we tried to include in our mixture the three 
main classes of pesticides (i.e. Insecticides, Herbicides and Fungicides) belonging to different 
chemical classes. Only the toxicity of these pesticides was previously studied and the 
chemical mixture tested in the present study has never been evaluated. In addition, while data 
on the acute toxicity of many of the chosen pesticides is plentiful, knowledge on their delayed 
effects at low doses is much more limited. 
For our experiments, we chose a human cell line from the digestive tract (Colonic 
adenocarcinoma Caco2 cells) since this tissue is constantly exposed to complex mixtures of 
compounds derived from the diet and the digestive process. Moreover, Caco2 cells are known 
to be able to express differentiation features characteristic of normal mature intestinal cells, 
such as enterocytes or mucous cells (Pinto et al., 1982). Our results clearly revealed that our 
selected mixture of pesticides induced Caco2 cell toxicity when added chronically at low 
doses. Indeed, cell mortality was increased in treated cells compared to control. This mortality 
seems to be in part due to a mechanism of apoptosis since the percentage of cells in the sub-
G0/G1 phase of the cell cycle was increased after treatment with the pesticide mixture. 
Moreover, we did not observe any alterations in the differentiation of Caco2 cells.  
In addition, our findings showed that pesticides induced an increase in superoxide dismutase 
(SOD), catalase (Cat) and glutathione peroxidase (GPx) activities. These results indicate a 
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response towards increased generation of Reactive Oxygen Species (ROS) and the existence 
of a pro-oxidant effect of the mixture. Indeed, SOD, Cat and GPx are the key enzymes for the 
detoxification of reactive oxygen species in all organisms. SOD ensures enzymatic 
degradation of O2- to H2O2, Cat primarily occurs in peroxisomes and detoxifies H2O2 to O2 
and water and GPX is the most important peroxidase for the detoxification of hydroperoxides. 
An increase in the SOD indicates an increase in O2- production (Zhang et al., 2004). SOD and 
Cat induction provides a first line of defense against oxygen radicals (Pandey et al., 2001) and 
a marker of ROS generation in pesticide toxicity. The activity of GPX can be induced by 
xenobiotics and detoxification of peroxides can be achieved by this induction. GPx activity 
could be induced due to enhanced production of H2O2 derived from O2-. In addition, SOD 
activity was suggested as an early indicator for oxidative stress after pesticide exposure 
considering its early induction even at low concentrations of pro-oxidant compounds (Oruç 
and Usta, 2007). Indeed, in our experiments, the increase in antioxidant enzymes activities 
upon treatment may be due to oxidative stress. Nevertheless, our results suggested that this 
activation of antioxidant systems was not sufficient to avoid the toxicity of the pesticide 
mixture in our model. Unfortunately, we failed to confirm the pro-oxidative effect of 
pesticides since the increased activity of antioxidant enzymes was maintained even in the 
presence of an antioxidant such as vitamin E.   
On the other hand, in order to determine whether all the pesticides in the mixture contributed 
to the adverse effects or whether some pesticides are effectors, some are enhancers, and some 
are neutral, we separately examined the effect of single pesticides on cell mortality, growth 
and differentiation of Caco2 cells. Overall, our results showed heterogeneous patterns of 
activity between the mixture and most of the pesticides. However, none of the other 
compounds induced a modification in the differentiation process of Caco2 cells except for 
Maneb. Furthermore, the single pesticides tested can be classified into two groups with regard 
to their effect on cell death and cell growth: the first group which induced a noticeable effect 
(Maneb, Alachlore, Diazinon, Rotenone, Iprodione and Procymidone) and the second group 
which induced a less important effect (Chlorpyrifos, Atrazine, Endosulfan, Dicofol and 
Carbofuran).  
Indeed, in the first category, Maneb, Alachlore and Diazinon showed comparable effects to 
the pesticide mixture on cell mortality and growth at day 14 of treatment, but the cytotoxicity 
of Maneb appeared earlier than the other single pesticides tested. However, this effect did not 
seem to be due to its relatively high concentration since Iprodione was present at a 
comparable dose and did not induce similar effects on cell viability (see table 1). In addition, 
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we cannot hypothesize that Alachlore and Diazinon are responsible for the effects observed 
with the mixture since dissimilar results were obtained at day 7 of treatment. In parallel, in the 
second group, although Chlorpyrifos, Atrazine and Endosulfan exerted a slightly cytotoxic 
effect on Caco2 cells, Dicofol and Carbofuran induced less cell death and the number of 
attached cells was higher compared to the control. On the basis of all these results, the toxicity 
of our pesticide mixture cannot be predicted with ultimate certainty from the effects of its 
components. This could be due to possible but not yet predictable interactions between 
components. 
Studies concerning the effect of low doses of pesticide mixtures have recently been reviewed 
by Kortenkamp (Kortenkamp et al., 2007). As described by other authors, the possible 
adverse effects of a pesticide mixture may result from complex interactions involving their 
metabolism, their different targets and their different mode of action on cell signaling 
pathways that we will further investigate.  
In conclusion, our results show that one can not rule out the hypothesis of the lack of adverse 
effects of pesticides at low doses. In addition, in our model, the effect of the pesticide mixture 
did not reflect the individual effects of its components. However, frther studies are needed to 
characterize pesticide interactions and to examine multiple combinations of pesticides in order 
to determine whether the effects of pesticide mixtures are truly due to the sum of the parts or 
simply to some of the parts. 
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2.1.3. Discussion sur l’article 1 
L’objectif du travail présenté dans cet article était d'étudier in vitro les effets d'une 
exposition chronique à un mélange des pesticides les plus souvent retrouvés sous forme de 
résidus dans notre alimentation. Le mélange testé dans cette étude n'a jamais été 
précédemment évalué, et, bien que les données sur la toxicité à fortes doses de pesticides 
soient abondantes, les connaissances sur leurs effets lors d’exposition à faibles doses mais à 
long terme sont beaucoup plus limitées. 
 
Nos résultats ont clairement montré que l’exposition chronique au mélange des 11 
pesticides entraînait, même aux faibles doses testées, des effets toxiques sur les cellules 
Caco2. En effet, cette exposition était associée à une augmentation de la mortalité dans les 
cellules traitées. Cette mortalité semble être due en partie à un phénomène d’apoptose parce 
qu’elle était associée à une augmentation du pourcentage de cellules dans la phase sub-
G0/G1. Par contre, nous n'avons pas observé de modifications au niveau de la différenciation 
des cellules Caco2. D’autre part, nos résultats ont montré que les pesticides en mélange 
pouvaient avoir un effet pro-oxydant parce qu’ils entraînent une augmentation de l’activité de 
la superoxyde-dismutase (SOD), de la catalase (Cat) et de la glutathion-peroxydase (GPx).  
Enfin, dans le but de rechercher si les effets du mélange pourraient être liés à un seul ou à 
plusieurs pesticides, nous avons examiné séparément l'effet de chaque pesticide, aux 
concentrations utilisées dans le mélange, sur la mortalité, la croissance et la différenciation 
des cellules Caco2. Globalement, testés individuellement, tous les pesticides entraînent une 
augmentation de la mortalité cellulaire à l’exception du Dicofol et du Carbofuran. Comme 
pour la dose la plus forte du mélange 11P, l’augmentation de la phosphatase alcaline au cours 
de la différenciation n’était pas affectée par le traitement avec les différents composants du 
mélange. 
 
En conclusion, nous avons montré qu’un mélange de pesticides retrouvés fréquemment dans 
l’alimentation sous forme de résidus entraînait même à des faibles doses des effets toxiques 
(mortalité cellulaire et perturbation du statut oxydant) sur des cellules humaines in vitro. De 
plus, nous avons observé que la toxicité du mélange de pesticides ne reflétait pas 
nécessairement les effets de ses composants testés séparément.  L’effet du mélange pourrait 
être dû à des interactions assez complexes entre les composants. Nous n’avons pas approfondi 
le mécanisme d’action de ces éventuelles interactions qui peuvent avoir lieu suite à des effets 
 Tableau 2 : Effets du mélange des 11 pesticides sur les cellules FHC. 
 
Traitement Activité Phosphatase alcaline  (µmoles/g protéines) 
Concentrations des protéines 
totales (mg/mL) 
DMSO 23,45 ± 7,85 0,76 ± 0,06 
P 12,45 ± 6,43 0,93 ± 0,24 
P/10 22,95 ± 6,15 0,75 ± 0,07 
P/100 18,30 ± 6,51 0,80 ± 0,14 
 
Les résultats, obtenus après 2 semaines de traitement des cellules FHC avec le mélange des 11 
pesticides, représentent les moyennes ± SD dans trois expériences indépendantes effectuées 
en triplicate. 
P = concentration la plus forte du mélange (DJA). 
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très variés au niveau de cibles d’actions diverses comme des enzymes de métabolisme, des 
récepteurs, des voies de signalisation ou des gènes, impliquant ainsi différents mécanismes au 
niveau cellulaire. 
2.2. Impact du mélange des 11 pesticides sur les cellules FHC 
Les cellules FHC ont été exposées au mélange de 11 pesticides dès l’apparition de la 
monocouche confluente (vers 7-8 jours de culture). Le traitement était renouvelé toutes les 48 
heures et pendant 2 semaines. L’observation microscopique révélait des cellules ayant une 
morphologie polygonale et qui proliféraient pour former une monocouche de cellules 
adhérentes. Aucune différence au niveau de la morphologie du tapis cellulaire n’a été 
observée entre les cellules exposées aux pesticides et les cellules témoins (exposées au 
DMSO) au cours de l’expérience. Après 2 semaines de traitement, les cellules ont été 
récupérées pour procéder aux dosages de la quantité des protéines totales (Bradford) et de 
l’activité phosphatase alcaline. Les méthodes utilisées pour détacher les cellules et réaliser les 
dosages sont les mêmes que celles utilisées pour les Caco2 et décrites dans les matériels et 
méthodes de l’article 1. 
Nos résultats (tableau 2) montrent que l’exposition des cellules FHC au mélange de 11 
pesticides pendant deux semaines ne se traduit par aucune modification de la quantité de 
protéines totales par rapport au témoin. De plus, bien que le traitement avec la dose P montre 
une légère diminution de l’activité de la phosphatase alcaline des cellules, cet effet n’était pas 
significatif. Dans l’ensemble, après 2 semaines de traitement, nos résultats indiquent que le 
traitement avec le mélange des 11 pesticides ne semble modifier ni l’activité phosphatase 
alcaline ni la concentration en protéines totales des cellules FHC. 
3. Conclusion générale sur les résultats des études in vitro 
L’objectif de ces travaux était d’étudier in vitro l’effet de faibles doses de mélanges de 
pesticides sur des cellules humaines différenciées. Nous avons testé l’effet de différents 
mélanges de pesticides sur deux modèles de cellules humaines, et nous n’avons pas observé 
les mêmes effets : 
 Les cellules FHC ne semblent pas affectées en présence du mélange de 11 pesticides alors 
que ce traitement entraîne une toxicité dans les cellules Caco2. Nos travaux montrent donc 
que l’on ne peut pas généraliser les effets observés à tous les modèles cellulaires ni à un 
organisme entier. La réponse cellulaire à un xénobiotique peut dépendre : 
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- de sa capacité à détoxifier ce composé ; plusieurs études ont montré que les 
Caco2 n’étaient pas toujours comparables aux cellules intestinales en ce qui 
concerne l’expression de certaines enzymes du métabolisme (e.g, 
carboxylestérase) (Imai et al., 2005) et pompes d’efflux (e.g, la P-
glycoprotéine) (Sergent et al., 2008). 
- de son activité de prolifération (les Caco2 prolifèrent plus rapidement que les 
FHC, leur ADN serait-il plus exposé à l’effet des xénobiotiques ?) 
- de sa différenciation ; les Caco2 différenciées peuvent exprimer simultanément 
des protéines caractéristiques des cellules épithéliales du côlon et de l’intestin 
grêle (Engle et al., 1998) ce qui peut engendrer des différences fonctionnelles 
avec les cellules FHC (coliques).  
Pour étayer ces études il serait intéressant d’examiner l’effet des différents mélanges sur des 
paramètres plus sensibles de la morphologie cellulaire ou des voies de signalisation des FHC.  
 
 En ce qui concerne le modèle Caco2, nos résultats montrent que, même à faibles doses, 
nos mélanges de 5 pesticides (10 nmoles/L à 15 nmoles/L) et de 11 pesticides (4 nmoles/L à 
2,3 µmoles/L), sont capables d’entraîner des effets toxiques sur des cellules différenciées.  
Bien que l’effet global des deux mélanges sur les cellules Caco2 semblât comparable, 
l’intensité et l’importance de cet effet étaient différentes. Outre la différence morphologique 
observée au niveau du tapis cellulaire, l’effet du mélange 11P était plus important que celui 
du mélange 5P pour les autres paramètres mesurés (quantité de protéines totales et distribution 
des cellules dans la phase sub-G0/G1). En présence du mélange 11P, la monocouche 
confluente des cellules Caco2 présentait clairement beaucoup plus de plages de lyse après 
confluence ce qui indique une augmentation plus importante de la mortalité cellulaire. De 
plus, bien qu’une augmentation significative du pourcentage de cellules en phase sub-G0/G1 
du cycle cellulaire à la dose la plus forte (P) après 10 jours de traitement soit observée avec 
les deux mélanges, l’effet du mélange 5P (+35% de cellules en sub-G0/G1) est moins 
important que celui du mélange 11P (+51%) et ce dernier est le seul à garder cet effet à J14 
(+37% de cellules en sub-G0/G1 à P). 
En conclusion, les deux mélanges de pesticides testés exercent un effet sur les cellules Caco2 
et  le mélange contenant le plus de pesticides est le plus efficace. Ces observations peuvent 
être liées :  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 9 : Observation microscopique du tapis cellulaire des Caco2 après 14 jours de 
traitement avec le mélange de 10 pesticides. 
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Figure 10 : Effets du mélange des 10 pesticides sur les cellules Caco2. 
 
(A) Quantité de protéines totales (mg/mL) des cellules Caco2 traitées avec le contrôle 
DMSO ou le mélange de 10 pesticides à la concentration P (DJA) ou les dilutions (P/10 et 
P/100) après 2 semaines de traitement (Moyennes ± SD, n=3, *p<0,05 ; **p<0,001). 
(B) Pourcentage des cellules Caco2 dans la phase sub-G0/G1 du cycle cellulaire après 6, 
10 et 14 jours de traitement. Les moyennes (%) ± SD représentent les résultats obtenus à 
partir d’une expérience représentative de trois expériences indépendantes. 
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- Aux concentrations testées ; les composés étaient présents à des doses plus fortes 
dans le mélange 11P (Cf. tableau 1). Cependant, les concentrations testées dans ce 
dernier mélange correspondent à des doses relativement faibles (de 4 nmoles/L à 
2,3 µmoles/L). Pour compléter ces études il serait important de tester l’effet du 
mélange 5P aux concentrations calculées à partir des DJA.  
- Aux molécules ajoutées dans le mélange 11P ; il serait donc important de tester 
les pesticides qui diffèrent entre les deux mélanges. 
- Au nombre de pesticides testés ; cependant le nombre de pesticides dans le 
mélange n’influence pas systématiquement son effet. 
Dans des études complémentaires réalisées dans notre laboratoire, nous avons eu l’occasion 
de tester le mélange des 11 pesticides en absence du Dicofol. De façon inattendue, l’effet de 
ce nouveau mélange de 10 pesticides (nommé «10P»), testés aux mêmes concentrations, était 
plus important que celui du mélange des 11 pesticides.  
Le mélange 10P montre une lyse cellulaire plus importante à la dose P (la plus forte) (figure 
9.A). De plus, alors que le mélange 10P entraîne une diminution très importante des protéines 
totales des cellules traitées à toutes les concentrations testées (P (-96%), P/10 (-70%) et P/100 
(-88%)) (Figure 10.A), le mélange 11P induit une diminution moins importante (-54%) et 
uniquement en présence de la dose la plus forte (P). Par ailleurs, il faut rappeler que le 
pesticide Dicofol, testé seul, n’a présenté aucun effet considérable sur la mortalité et la 
différenciation des cellules Caco2 (Cf. les Résultats de l’article 1).  
En ce qui concerne nos études sur le cycle cellulaire, l’effet du mélange 10P se manifeste plus 
rapidement (augmentation des cellules de la phase sub-G0/G1 dès J6 du traitement) et il est 
maintenu pendant tout le traitement. De plus, on observe un effet significatif à la dose diluée 
P/10 (Figure 10.B).  
Ces observations sont intéressantes parce qu’elles indiquent d’une part que l’effet d’un 
mélange n’est pas lié au nombre de pesticides en combinaison et d’autre part que le choix des 
pesticides à tester en mélange est primordial, chaque pesticide pouvant jouer un rôle clé dans 
l’effet final. Ces résultats démontrent également la complexité des études des effets des 
mélanges et ce travail mérite donc d’être poursuivi ; il serait intéressant de poursuivre la 
comparaison des mélanges sur d’autres lignées et sur différents paramètres (comme par 
exemple génotoxicité et la signalisation cellulaire) pour mieux comprendre leurs effets. 
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L’HEMATOPOÏESE  
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Avant-propos 
Dans le cadre d’études sur les mécanismes de toxicité cellulaire et moléculaire des faibles 
doses de pesticides nous nous sommes intéressés à l’impact d’une exposition à un mélange de 
ces composés sur une fonction vitale : l’hématopoïèse. Dans le chapitre suivant seront décrits 
le déroulement de l’hématopoïèse normale ainsi que les différents facteurs et voies de 
régulation de ce processus en relation avec la cancérogenèse. Nous développerons aussi le 
rôle des facteurs environnementaux dans l’étiologie des pathologies hématopoïétiques et les 
données actuelles concernant l’impact des pesticides sur ces processus biologiques. 
  54 
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I. Généralités sur l’hématopoïèse 
1. Ontogénèse du système hématopoïétique 
L’hématopoïèse est l’ensemble des processus qui concourent à la production journalière de 
millions de cellules aussi différentes dans leur morphologie que dans leurs fonctions telles que 
les hématies, les polynucléaires neutrophiles ou les plaquettes. Les premières cellules 
hématopoïétiques apparaissent très tôt dans la vie fœtale, vers sept jours de gestation (Moore 
and Metcalf, 1970). Ces cellules se rassemblent et se différencient pour donner naissance à 
des formations appelées îlots hématopoïétiques dans une région extra-embryonnaire : le sac 
vitellin (stade E7-8) (Figure 11) (Huber et al., 2004). Cette région contient des progéniteurs 
nommés hémangioblastes qui vont être à l’origine à la fois des cellules endothéliales et des 
cellules hématopoïétiques (Jaffredo et al., 2005). Cette hématopoïèse extra-embryonnaire est 
considérée comme étant une hématopoïèse primitive par opposition à l’hématopoïèse 
définitive qui aura lieu plus tard dans le foie fœtal et la moelle (Figure 11). 
Après l’établissement de la circulation sanguine (> stade E8.25) (Figure 11), vers la 
cinquième semaine, les cellules provenant du sac vitellin vont coloniser le foie, y proliférer et 
se différencier. Dans le même temps, une seconde vague d’hématopoïèse se produit dans 
l’embryon dans une région antéro-latérale du mésoderme dite splanchnopleure para-aortique 
(ou P-Sp, site intra-embryonnaire) (McGrath and Palis, 2005). Cette région est nommée 
région AGM (Aorte-Gonades-Mésonéphros) par référence aux organes dont elle contribue au 
développement (Figure 11). Dans la région AGM, ces cellules s’épandent rapidement pour 
former des clusters cellulaires qui expriment des marqueurs spécifiques (CD41, CD45, CD34, 
CD164) mais pas les marqueurs de différenciation comme les antigènes des cellules sanguines 
matures (lymphocytes B et T, réticulocytes et cellules granuleuses). Ces cellules sont dites 
« lignage négatif » (Lin-). Des facteurs de transcription habituellement impliqués dans les 
stades initiaux de l’hématopoïèse (AML-1, PU-1, c-myb, GATA-2, GATA-3) ou le récepteur 
c-kit ont été également détectés dans ces cellules (Tavian et al., 1996; Labastie et al., 1998; 
Watt et al., 2000; Tavian and Peault, 2005). Ces cellules et celles présentes dans le sac vitellin 
n’ont pas les mêmes capacités de différenciation. Il a été montré que les cellules originaires 
du sac vitellin peuvent générer uniquement des cellules de la lignée érythroïde primitive 
(cellules nucléées et exprimant l'hémoglobine embryonnaire), et possèdent un faible potentiel 
de différenciation myéloïde (Cumano et al., 1996). De plus, les précurseurs de ces îlots 
sanguins ne possèdent pas de potentiel de reconstitution à long terme, lorsqu'ils sont réinjectés 
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Figure 11:  
 
(a) Les deux modèles de l’hématopoïèse au cours de l’embryogenèse (D’après Orkin S.H., 
et Zon L.I., (Nature Immunology, 2002)) :  
- l’hématopoïèse primitive qui a lieu dans la région AGM (à gauche) et ; 
- l’hématopoïèse définitive qui se déroule dans le sac vitellin (à droite). (La 
contribution des progéniteurs du sac vitellin à l’hématopoïèse chez l’adulte est 
incertaine et elle peut varier selon les espèces). 
 CSH= Cellules souches hématopoïétiques. 
 
(b) Développement des sites hématopoïétiques au cours des stades de l’embryogenèse (E) 
Les premières cellules sanguines apparaissent dans les îlots sanguins du sac vitellin et dans la 
splanchnopleure para-aortique. Une fois la circulation sanguine établie, les cellules 
hématopoïétiques de ces deux sites circulent dans l'embryon. Lorsque le foie fœtal se 
développe, il est rapidement colonisé par les cellules hématopoïétiques. Les cellules 
hématopoïétiques envahissent ensuite séquentiellement le thymus, la rate puis la moelle 
osseuse.  
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dans des souris irradiées (Cumano et al., 2001). Par contre, il a été montré que les cellules 
originaires de l’AGM sont capables de donner naissance à tous les types de cellules sanguines 
y compris les lymphocytes B et T (Cumano et al., 1996; Sanchez et al., 1996; Tavian et al., 
2001). 
Les précurseurs de cette région AGM peuvent donc êtres considérés comme les premières 
véritables cellules souches hématopoïétiques (CSH) générées au cours du développement car 
ils possèdent une capacité de reconstitution complète et à long terme de l'hématopoïèse chez 
l’adulte (Godin et al., 1995; Godin et al., 1999; Tavian et al., 2001).  Lorsque la circulation 
sanguine est établie, il est difficile de faire la part de la contribution des cellules originaires du 
sac vitellin dans l’hématopoïèse définitive (Yoder et al., 1997a; Yoder et al., 1997b; Cumano 
et al., 2001). Cependant, une étude récente indique que le sac vitellin est capable de générer à 
partir du stade E7 (Figure 11) toutes les CSH définitives qui seront redistribuées dans 
l’embryon via la circulation systémique et s’implanteront dans le foie après le stade E9.5 (Lux 
et al., 2008). 
Au cours du deuxième trimestre de gestation, les cellules souches hématopoïétiques 
originaires de la région AGM colonisent le thymus et le foie fœtal (stade E11.5) (Mikkola and 
Orkin, 2006) qui est le site principal de l’hématopoïèse pendant cette période. Son activité est 
maintenue pendant plusieurs semaines après la naissance chez la souris (Ratajczak, 2008). 
Plus tard, le potentiel hématopoïétique gagne la rate (Stade E15) puis s’étendra à la moelle 
osseuse à partir du troisième trimestre de gestation (stade E17-18) (Figure 11). À partir de la 
naissance et pendant toute la vie adulte, la moelle osseuse et le thymus (dans lequel se 
développe les lymphocytes T) constituent les sites de production de cellules 
hématopoïétiques. La rate peut également être considérée comme un organe hématopoïétique, 
les lymphocytes B y terminant leur maturation ; elle peut également servir d'organe 
hématopoïétique "de secours", lors d’un stress hématopoïétique ou d’une déficience de la 
moelle osseuse (Cook et al., 2004).  
 
2. Les différents compartiments de l’hématopoïèse  
L’hématopoïèse se définit comme un ensemble de mécanismes aboutissant à la production 
continue et régulée des cellules sanguines ayant pour but d’assurer l’homéostasie du tissu 
hématopoïétique. La production par la moelle osseuse des cellules différenciées, globules 
rouges (érythrocytes), polynucléaires (neutrophiles, basophiles et éosinophiles), lymphocytes, 
monocytes et plaquettes qui apparaissent dans le sang, est le résultat d’un processus de 
 Figure 12 : L’hématopoïèse normale : Les compartiments de cellules hématopoïétiques. 
(D’après la thèse de Leger D., 2006). 
 
La cellule souche pluripotente possède les propriétés de s’auto-renouveler pour donner une autre 
cellule souche ou de s’engager dans les processus de prolifération et différenciation de l’hématopoïèse. 
Les progéniteurs multipotents (CFU-GEMM), bipotents (Progéniteurs E/Mk, GM) et oligopotents ou 
monopotents (CFU-M). Une récente classification des progéniteurs primitifs est décrite dans la figure 
16. Désormais, la lymphopoïèse ne semble plus provenir d’un progéniteur spécifique indépendents de 
la lignée myéloïde.  Les cellules souches et les progéniteurs primitifs ne se distinguent pas du point de 
vue morphologique. Les caractéristiques morphologiques se développent au fur et à mesure de la 
différenciation pour donner lieu à des cellules à caractéristiques distinctes et spécifiques. 
 
CFU = Colony-Forming Unit; CFU-GEMM= Granulocytes, Erythrocytes, Macrophages et Mégacaryocytes ; 
CFU-E= Erythrocytes; CFU-Mk= Mégacaryocytes; CFU-GM= Granulocytes et Macrophages; CFU-G = 
Neutrophiles; CFU-M= Monocytes; CFU-Eo= Eosinophiles; CFU-Mast= Mastocytes (basophiles). 
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différenciation progressif et multiple (Leger, 2006). Les cellules hématopoïétiques peuvent 
être regroupées en quatre compartiments en fonction de leur degré de différenciation. Les 
quatre compartiments de l’hématopoïèse sont ceux des cellules souches pluripotentes, des 
progéniteurs et des précurseurs qui sont localisés dans la moelle osseuse et celui des cellules 
matures qui se retrouvent dans la circulation sanguine (Leger, 2006) (figure 12).  
2.1. Le compartiment des cellules souches  
La base du fonctionnement du système hématopoïétique réside sur la différenciation de 
précurseurs hématopoïétiques. Minoritaires en nombre, les cellules souches maintiennent une 
hématopoïèse stable et équilibrée. Chez la souris, à partir d'un nombre très restreint de cellules 
souches (environ 0,05% de la population totale de la moelle osseuse), le système 
hématopoïétique doit générer chaque jour plus de 1010 cellules matures. Les cellules souches 
ont trois caractéristiques principales : la capacité d’auto-renouvellement, la totipotence et la 
capacité d’engagement en différenciation cellulaire (Vial and Praloran, 2005; Leger, 2006) 
(Figure 12). L’auto-renouvellement traduit la capacité d’une cellule à se diviser en deux 
cellules filles qui lui sont identiques sans entrer dans un cycle de différenciation irréversible. 
Cette propriété est spécifique des cellules souches dans la lignée hématopoïétique, qui 
constituent un stock cellulaire stable et disponible en cas de besoin (Leger, 2006). La 
totipotence désigne la capacité des cellules à donner naissance aux différentes lignées 
hématopoïétiques (Vial and Praloran, 2005).  L’hypothèse de la division asymétrique : une 
CSH donnant naissance à une CSH et à une cellule fille irréversiblement engagée dans le 
processus de différenciation (perte du potentiel d'auto-renouvellement) est communément 
admise pour expliquer le maintien d’une population de CSH. Deux mécanismes sont proposés 
pour ces divisions asymétriques : l’asymétrie de la division et l’asymétrie environnementale. 
Dans la première hypothèse, les constituants cellulaires (ARN et/ou protéines) se distribuent 
de façon non homogène dans le cytoplasme de la cellule mère et seront transmis à une seule 
des deux cellules filles (Roegiers and Jan, 2004) (Figure 13). Dans la seconde, deux cellules 
filles identiques sont créées, ensuite une cellule fille demeure dans un compartiment nommé 
la niche hématopoïétique (dont nous développerons les caractéristiques et le rôle dans le 
paragraphe II.1.1) et conserve ses propriétés de CSH tandis que l’autre cellule rentre en 
contact avec un microenvironnement différent qui ne préserve pas son phénotype de CSH 
mais lui transmet un signal de différenciation (Spradling et al., 2001; Ohlstein et al., 2004) 
(Figure 13). Il est possible que ces deux mécanismes de division soient utilisés par les CSH. 
 Cellule souche
Cellule différenciée
Cellule différenciée
Environnement 
extérieur
Cellule souche
Niche
 
 
 
Figure 13 : Les deux modèles de la division asymétrique des CSH (D’après Wilson A. et 
Trumpp A., 2006) : 
- A gauche est représentée l’asymétrie de la division des composants cellulaires et, 
- à droite l’asymétrie de l’environnement : La cellule fille qui quitte la niche 
hématopoïétique se différencie.  
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2.2. Le compartiment des progéniteurs hématopoïétiques 
Issus des cellules souches qui s’engagent en différenciation, les progéniteurs ne sont pas 
identifiables morphologiquement. Ils sont mis en évidence par leur capacité à constituer en 
culture in vitro des colonies de cellules morphologiquement identifiables (Vial and Praloran, 
2005).  Chaque nom de progéniteur est défini par l'association du préfixe CFU ("Colony 
Forming Unit") suivi de(s) lettre(s) qui caractérisent les lignées dont il garde le potentiel de 
différenciation (Figure 12). A partir du progéniteur multipotent CFU-GEMM (CFU-
Granuleuse, Erythrocytaire, Macrophage et Mégacaryocytaire) issu des cellules souches, se 
différencient les progéniteurs de toutes les lignées myéloïdes (Figure 12). Les progéniteurs 
érythroïdes et mégacaryocytaires sont issus d’un même progéniteur bipotent qui évoluera vers 
les progéniteurs érythroïdes qui sont nommés BFU-E (Burst Forming Unit-Erythroide) et 
CFU-E et vers les progéniteurs mégacaryocytaires BFU-Mk et CFU-Mk (Figure 12). Les 
progéniteurs des neutrophiles et des monocytes/macrophages évoluent de manière identique. 
Ils sont issus d’une même cellule, le CFU-GM (CFU-Granulo-Macrophagique) qui se 
différenciera en progéniteur CFU-G conduisant aux neutrophiles et en progéniteur CFU-M 
conduisant aux monocytes. On distingue également les progéniteurs des éosinophiles CFU-Eo 
et des basophiles CFU-Mast (Leger, 2006) (Figure 12). 
2.3. Le compartiment des précurseurs et des cellules matures 
Les précurseurs hématopoïétiques sont les premières cellules morphologiquement 
identifiables de chaque lignée. Ces cellules ont perdu toute capacité d'auto-renouvellement 
mais ont conservé un faible pouvoir de prolifération. Les précurseurs les plus immatures sont 
les myéloblastes (trois types) dont seront issus les polynucléaires (neutrophiles, basophiles et 
éosinophiles), les proérythroblastes qui conduiront aux hématies, les mégacaryoblastes à la 
base de la lignée mégacaryocytaire générant les plaquettes, et les monoblastes dont seront 
issus les monocytes (Figure 12). L’ensemble de ces précurseurs toujours localisés dans la 
moelle osseuse vont se différencier en cellules terminales fonctionnelles (polynucléaires 
neutrophiles, éosinophiles et basophiles, érythrocytes ou hématies, plaquettes et monocytes) 
qui passeront dans le sang (Figure 12) (Leger, 2006). Le temps nécessaire à la production des 
cellules matures est variable selon les lignées et selon les besoins.  
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II. Régulation de l’hématopoïèse normale  
1. Régulation de l’auto-renouvellement des cellules souches hématopoïétiques 
Dans des conditions physiologiques normales, le nombre de CSH dans la moelle osseuse est 
relativement constant. En générale, la majorité des CSH sont quiescentes même si une 
certaine fraction se divise régulièrement (Bradford et al., 1997; Cheshier et al., 1999). En 
effet, ce sont les cellules qui appartiennent à la phase G0 du cycle cellulaire qui seront 
mobilisées en cas de besoin, par exemple après irradiation, afin d’assurer la reconstitution à 
long terme du système hématopoïétique (Passegue et al., 2005).  
Le phénomène impliqué dans le choix du devenir des CSH vers l’auto-renouvellement ou la 
différenciation est contrôlé par une interaction complexe entre des mécanismes moléculaires 
intrinsèques et des signaux extrinsèques de l'environnement ou niche hématopoïétique (Moore 
and Lemischka, 2006).  
 
1.1. Le rôle du microenvironnement hématopoïétique  
1.1.1. Définition des niches hématopoïétiques 
La production contrôlée et préservée de cellules sanguines est favorisée par une interaction 
étroite des cellules souches avec les cellules de l’environnement de la moelle osseuse 
impliquant des chimiokines (communication intercellulaire, mobilité, homing), des molécules 
d’adhésion et des facteurs de croissance hématopoïétiques (survie, prolifération et 
différenciation) (Tableau 3). 
La notion de niche hématopoïétique a été proposée pour la première fois par Schofield en 
1978 (Schofield, 1978) et elle a progressé rapidement à l’aide des méthodologies des souris 
transgéniques. Cependant, ce n’est que récemment que l’observation des niches 
hématopoïétiques de la moelle osseuse et la révélation en partie de leurs composants ont été 
décrites (Wilson and Trumpp, 2006).   
Actuellement il est acquis que deux types de niches hématopoïétiques sont identifiables dans 
la moelle osseuse : 
- La niche endostéale localisée à la surface trabéculaire de l’os contenant les ostéoblastes, 
- La niche vasculaire qui réside au niveau des sinusoïdes composées de cellules 
endothéliales. 
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Figure 14 : Les deux niches hématopoïétiques chez la souris (D’après Huang X., 2007). 
 
La niche endostéale est localisée à la surface du tissu osseux de la moelle où des CSH, en 
majorité quiescentes, sont maintenues au contact des ostéoblastes et des cellules dites CAR 
(CXCL12-Abundant Reticular cells). La niche vasculaire est adjacente aux sinusoïdes 
sanguines irriguant la moelle. Les CSH de la niche vasculaire communiquent avec des 
cellules endothéliales et des cellules CAR. Les phénomènes d’auto-renouvellement et de 
différenciation des CSH sont probablement activés au niveau de la niche vasculaire. A ce 
niveau, une CSH, un progéniteur multipotent (MPP) ou une cellule mature peuvent migrer 
dans la circulation sanguine. La présence des cellules CAR dans les 2 niches suggère une 
potentielle communication entre les deux milieux. 
 
Tableau 3 : Microenvironnement hématopoïétique et relation avec les CSH (D’après 
Huang X., 2007). 
Maintenance du pool des CSHCXCR4CXCL12 (SDF-1)
Homing des CSHCaRCa2+
Régulation positive de l’auto-renouvellement des CSHFrizzledWnt3a
Régulation positive de l’auto-renouvellement des CSHNotch1Jagged1
Maintenance du pool des CSHTie-2Angiopoietine-1
Adhésion cellulaireIntégrineVCAM
Adhésion cellulaireN-CadhérineN-Cadhérine
FonctionRécepteurs
(CSH)
Ligands
(niche hématopoïétique)
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1.1.2. La niche endostéale 
D’un point de vue anatomique, les CSH résident dans l’os spongieux des os longs, au 
niveau des travées osseuses en formation. Les multiples travées osseuses délimitent des 
logettes où se multiplient et se différencient les progéniteurs hématopoïétiques. Dans ces 
logettes hématopoïétiques, les cellules souches sont localisées au contact des ostéoblastes 
immatures qui se transforment en ostéocytes présents dans l’os compact. Les progéniteurs 
plus différenciés se trouvent plutôt dans la partie centrale de l’os. Les ostéoblastes, cellules 
mésenchymateuses responsables de la minéralisation de la partie osseuse de la moelle, sont 
considérés comme des composants essentiels de la niche hématopoïétique. Ces cellules 
secrètent des cytokines qui favorisent le maintien et la prolifération des CSH in vitro 
(Taichman et al., 1996). Il a été récemment montré que l’induction ou l’inhibition de la 
prolifération des ostéoblastes in vivo impliquent des modifications parallèles du nombre des 
CSH (Calvi et al., 2003; Zhang et al., 2003; Visnjic et al., 2004). Le rôle des ostéoblastes 
dans la régulation des CSH est lié soit à des phénomènes d’adhésion moléculaires (N-
cadhérine et β1-integrin) (Potocnik et al., 2000) et/ou à la sécrétion de substances impliquées 
dans la signalisation cellulaire. Les ostéoblastes expriment la protéine Angiopoietin 1 (Ang-1) 
qui, une fois liée à son récepteur Tie2 exprimé par les CSH, favorise d’une part l’implantation 
de ces cellules à l’endosteum (Arai et al., 2004) et d’autre part,  le maintien de la quiescence 
et de la capacité de reconstitution à long terme des CSH via la voie de signalisation Ang-
1/Tie2 contrôlant le cycle cellulaire (Puri and Bernstein, 2003; Arai et al., 2004) (Figure 14).  
Les ostéoblastes sont également capables de sécréter des molécules agissant comme ligands 
au niveau de la voie Notch (Jagged-1) et de la voie Wnt (Willert et al., 2003).  L’expression 
de Notch-1 est caractéristique des CSH humaines et murines (Ivanova et al., 2002). Ces voies 
de signalisation peuvent jouer un rôle plus ou moins important au niveau de la quiescence, de 
la survie et du fonctionnement des CSH. L’implication des différentes voies de signalisation 
dans la survie et le fonctionnement des cellules hématopoïétiques sera détaillée dans un autre 
paragraphe. 
Un autre composant important de la niche endostéale est l’ion Ca2+ présent en forte 
concentration. Cette teneur est indispensable pour le maintien du pool des CSH au niveau de 
la niche hématopoïétique ainsi que pour leur activité de reconstitution à long terme. Le 
récepteur des CSH sensible à l’ion Ca2+ est appelé CaR (calcim-sensing receptor) (Adams et 
al., 2006) (Tableau 3).  
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1.1.3. La niche vasculaire  
La niche vasculaire est également décrite comme enrichie en CSH capables de 
reconstitution à long terme. Les cellules endothéliales des sinusoïdes ont été initialement 
décrites comme le composant principal de cette niche (Potocnik et al., 2000). Ces cellules 
sont caractérisées par l’expression de protéines d’adhésion comme la VCAM-1 (Vascular Cell 
Adhesion Molecule-1), et l’E-sélectine qui ont un rôle dans le maintien du pool des CSH. Plus 
tardivement, des études ont montré que la niche vasculaire contient également des cellules 
réticulaires, appelées CAR (CXCL12-abundant reticular), qui expriment fortement la 
chimiokine CXCL12 (ou SDF-1 : stromal derived factor-1). Les interactions CXCL12-
CXCR4 sont essentielles pour le maintien du pool des CSH dans la moelle osseuse en 
intervenant au niveau des phénomènes de « homing » (processus de transmigration 
endothéliale inverse par lequel les CSH injectées dans le sang, lors d’une greffe de moelle 
osseuse, rejoignent spontanément les cavités médullaires) et de mobilisation de ces cellules 
(Sugiyama et al., 2006). Ces cellules CAR existent également dans l’endosteum ce qui 
indique une communication entre les deux  niches (Huang et al., 2007) (Figure 14). 
1.2. Les mécanismes moléculaires  
En plus du rôle de microenvironnement hématopoïétique, des facteurs de transcription et 
des facteurs extrinsèques agissant par l’intermédiaire des voies de signalisation sont 
identifiées comme étant impliqués dans la régulation du potentiel d’auto-renouvellement des 
CSH. 
 
1.2.1. Les facteurs de transcription 
Différents facteurs de transcription peuvent être impliqués dans la régulation de l’auto-
renouvellement des CSH. Certains sont nécessaires à la survie et l’auto-renouvellement de ces 
CS et d’autres peuvent jouer un rôle transitoire dans l’induction ou l’inhibition de leur 
fonction. L’ensemble de ces facteurs et l’importance de leurs fonctions sont représentés dans 
le tableau 4. Parmi les facteurs nécessaires, le locus TEL (Translocation-Ets-Leukemia ou 
ETV6) codant pour un facteur de transcription de la famille Ets, est indispensable pour la 
survie des CSH, son inactivation entraînant une déplétion du pool de ces cellules au niveau de 
la moelle osseuse mais sans modification de leurs progéniteurs plus différenciés (Hock et al., 
2004b). Gfi1 (growth factor independence-1) est un autre facteur important qui agit en 
limitant la prolifération des CSH en faveur de la capacité d’auto-renouvellement (Hock et al., 
2004a; Zeng et al., 2004). Les facteurs de transcription GATA2 et c-myb ont été également 
 Tableau 4 : Principaux facteurs de régulation  
de l’auto-renouvellement des CSH (D’après Zon Li 2008). 
 
CBP, CREB= cyclic AMP-Responsive Element-Binding-Protein ; 
ZFX=X-linked Zinc-Finger protein ; CDX=caudal type homeobox. 
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montrés comme indispensables  pour le maintien du pool des CSH chez la souris et l’homme. 
GATA2 peut même être utilisé comme marqueur afin d’identifier les CSH dans la moelle de 
souris et au niveau de la niche hématopoïétique (Melotti and Calabretta, 1996; Rodrigues et 
al., 2005; Suzuki et al., 2006). 
D’autres facteurs de transcription semblent avoir une implication moins importante. Par 
exemple, même si la surexpression in vivo et in vitro du facteur de transcription HoxB4 
(homeobox gene family) était associée à une stimulation des CSH à s’auto-renouveler 
(Sauvageau et al., 2004), son absence chez des souris Knock-out n’a montré qu’un léger effet 
au niveau de la prolifération des CSH mais sans aucune anormalité de l’hématopoïèse (Brun 
et al., 2004). Cependant, une étude récente souligne que les gènes de la famille Hox peuvent 
avoir un rôle important dans la régulation de l’hématopoïèse et souligne la nécessité de mieux 
étayer la nature de leur effet (Magnusson et al., 2007). Certains facteurs de transcription 
« signal transducers and activators of transcription » (STATs), impliqués dans la voie JAK-
STAT, ont récemment montré un effet de régulation positive de l’auto-renouvellement des 
CSH (Kato et al., 2005; Chung et al., 2006).  
D’autre part, la capacité d’auto-renouvellement est liée au cycle cellulaire. Des études ont 
montré qu’une activation d’un inhibiteur du cycle cellulaire, le p21 (ou WAF-1) est 
probablement impliquée dans la régulation positive de l’auto-renouvellement des CSH par le 
facteur Gfi1 (Huang et al., 2007). Cependant, l’inhibition du cycle cellulaire n’est pas 
strictement favorable au fonctionnement des CSH. Par exemple, l’absence d’un inhibiteur du 
cycle cellulaire, p18 (ou INK4C) entraîne une augmentation de la capacité de reconstitution à 
long terme des CSH déficientes par rapport à des CSH normales (Yuan et al., 2004; Yu et al., 
2006). Un équilibre spécifique entre l’état du cycle cellulaire et la prolifération est donc 
primordial pour promouvoir l’auto-renouvellement des CSH. 
En plus des facteurs de transcription, certaines protéines impliquées dans la modulation de 
l’expression de gènes ont montré un effet de régulation de l’auto-renouvellement des CSH. 
Par exemple, le PCR1 (polycomb repression complex 1) est formé par un ensemble de 
protéines appartenant à la famille PcG (Polycomb group) telles que Bmi-1 mais également 
Mel-18, Mph-1/RAE28, M33, Scmh1 et Ring A/B. Ce complexe protéique peut entraîner une 
répression de l’activité transcriptionnelle en s’associant à certains facteurs de régulation de la 
chromatine (SWI-SNF). Bmi-1 est une protéine indispensable pour le maintien de la capacité 
d’auto-renouvellement des CSH, son absence entraînant des anomalies profondes au niveau 
de l’activité de reconstitution à long terme (Park et al., 2003). Le mécanisme d’action de cette 
protéine n’est pas encore clairement identifié, certains auteurs suggèrent une activité via soit 
  
Figure 15 : Principales voies de signalisation régulant l’auto-renouvellement des CSH 
(D’après Zon L.I., 2008). 
 
Lorsqu’un ligand (Facteur de croissance, cytokines,..) se lie à son récepteur (membranaire ou 
nucléaire comme pour l’acide rétinoïque), des voies de signalisation seront activées entrainant 
une translocation dans le noyau de facteurs de transcription cytoplasmiques. Ces derniers 
agissent ensuite par activation d’autres facteurs de transcription régulant l’auto-
renouvellement des CSH. Deux types de régulation peuvent coexister : compétition entre les 
facteurs de transcription et compétition entre des facteurs associés aux chromatines tels que 
MLL et BMI1. 
 
BMP= Bone Morphogenetic Protein; cAMP= cyclic-AMP; LEF=Lymphoid-Enhancer-binding-Factor; NICD= 
NOTCH Intracellular Domain; PGE2= Prostaglandine E2; RXR= Retinoid X Receptor; TCF= T-cell Factor; 
TGF-β= Transforming Growth Factor-β ; ZFX= X-linked zinc-finger protein. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Chapitre 1 : Etude bibliographique sur l’hématopoïèse 
 
 63 
l’inhibition du cycle cellulaire (plus spécifiquement inhibition des p16 et p18) soit l’inhibition 
de l’expression de gènes responsables de la différenciation cellulaire (Huang et al., 2007).  
 
1.2.2. Les voies de signalisation 
Au niveau des CSH, les principales voies de signalisation impliquées dans la régulation 
d’auto-renouvellement actuellement définies sont : Notch, Wnt, BMPs (bone morphogenetic 
proteins) (Zon, 2008) (Figure 15). L’activation du récepteur Notch1 par son ligand Jagged-1, 
fortement exprimé dans les ostéoblastes, entraîne un clivage de son domaine intracellulaire 
NCID (Notch intracellular domain) qui s’introduit dans le noyau où il se lie aux facteurs de 
répression de la transcription du facteur CSL. Suite à cette liaison, CSL se comportera comme 
un activateur de la transcription de différents gènes. L’inhibition de la voie Notch a montré 
une déplétion des CSH in vivo et une augmentation de leur différenciation in vitro (Duncan et 
al., 2005). Cependant, le rôle de Notch n’est pas complètement établi dans les fonctions des 
CSH car l’inactivation de cette voie chez des souris n’a présenté aucun effet sur les capacités 
d’auto-renouvellement et de reconstitution des CSH déficientes (Stier et al., 2002; Mancini et 
al., 2005). 
La liaison de la protéine Wnt à son récepteur inhibe la dégradation de la β-caténine et favorise 
sa translocation vers le noyau. A ce niveau, la β-caténine s’associe à des facteurs de 
transcription, principalement LEF (lymphoid-enhancer-binding factor) ainsi que des membres 
de la famille TCF (T-cell factor) entraînant par la suite une activation de la transcription de 
gènes codant pour des protéines impliquées dans la survie et la prolifération cellulaires telles 
que c-myc et cycline D. Les données existantes dans la littérature indiquent que cette voie de 
signalisation dite « canonical Wnt signaling » joue un rôle dans la régulation de l’auto-
renouvellement et la différentiation des CSH, sans être strictement indispensable pour le 
fonctionnement de ces cellules (Cobas et al., 2004; Kirstetter et al., 2006; Scheller et al., 
2006).  
D’autres voies de signalisation comme BMP (activation et translocation nucléaire des 
SMADs), et Shh (Sonic hedgehog) (activation des gènes de la famille GLI) sont également 
capables de réguler l’auto-renouvellement des CSH via l’activation de facteurs de 
transcription (Zhang et al., 2006a). Une récente étude montre que SMAD4, un médiateur de la 
voie BMP et le « transforming growth factor-β » (TGF-β), joue un rôle essentiel et critique 
dans l’activité d’auto-renouvellement des CSH (Karlsson et al., 2007). Les protéines 
Hedgehog sont d’autres régulateurs des CSH en aval des protéines BMPs. Il a été montré que 
Tableau 5 : Rôle des cytokines et des facteurs de croissance dans l’hématopoïèse 
normale. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IGF= Insulin Growth Factor ; SCF= Stem Cell Factor ; FL= FLT3 Ligand ; GM-CSF= Granulocyte 
Macrophage-Cell Stimulating Factor. 
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Prolifération, survie et
différenciation
CSHSCF/c-kit
CSH
CSH
Cellules NK
Lymphopocytes B et T
Lignée lymphocytaire
(Lymphocytes T helper (Th2))
Progéniteurs de la lignée 
granulo-monocytaire
Progéniteurs de plusieurs lignées 
(Granulocytaire et mégacaryocytaire)
Lignée granulocytaire
(Progéniteurs et granulocytes)
Eosinophiles
Lignée mégacaryocytaire
Lignée érythrocytaire 
Cibles
Prolifération, survie et
différenciation
Prolifération et différenciation
Prolifération
Lymphopoïèse
Lymphopoïèse
Granulopoïèse et monocytopoïèse
(non nécessaire)
Granulopoïèse et monocytopoïèse
(non nécessaire)
Granulopoïèse (nécessaire)
Différenciation (nécessaire)
Mégacaryopoïèse (nécessaire)
Erythropoïèse (nécessaire)
Fonction
IL-4
IL-7
IL-15
IL3 
GM-CSF
IGF/IGF-R
FL/Flt3
G-CSF
IL-5
Thrombopoïétine (TPO)
Erythropoïétine (EPO)
Cytokine ou Facteur de
croissance/Récepteur
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Shh est impliquée dans l’expansion des cellules souches primitives chez l’homme (Bhardwaj 
et al., 2001). 
 
2. Régulation de la différenciation et de la prolifération des cellules souches 
hématopoïétiques 
La croissance et la différenciation hématopoïétiques impliquent des phénomènes cellulaires 
intrinsèques et des facteurs extrinsèques comme les cytokines et les facteurs de croissance. Il 
s’agit de glycoprotéines agissant comme médiateurs entre les cellules stromales et les 
précurseurs hématopoïétiques par l'intermédiaire de récepteurs membranaires spécifiques. Les 
récepteurs, activés par leurs ligands, empruntent des voies de transduction de signal 
spécifiques, comme par exemple les voies Ras/Raf/MAPK, PI3K /Akt ou JAK/STAT 
(Guasch, 2002). L’expression de ces récepteurs se restreint progressivement au cours de la 
différenciation à un seul récepteur fortement exprimé favorisant la différenciation vers une 
lignée spécifique. 
 
2.1. Le rôle des facteurs de croissance et des cytokines  
Les cytokines sont synthétisées par de nombreuses cellules (sauf l’érythropoïétine (EPO)) 
dont les lymphocytes, les monocytes et les fibroblastes. Parmi les cytokines ayant un rôle sur 
les premières étapes de l’hématopoïèse, le c-kit ligand ou SCF, le ligand de Flt3 (FL), les 
interleukines (en particulier IL-1, IL-3, IL-6, IL-11, IL-12), l'érythropoïétine (EPO) et les 
Colony-Stimulating Factors (« CSF » tels que G-CSF, M-CSF, GM-CSF) sont les plus connus 
(Tableau 5). Les CSF induisent la prolifération de progéniteurs myéloïdes et la formation de 
colonies in vitro. Le SCF, peut avoir un rôle indirect sur les CSH en agissant sur la 
prolifération et l’activité des ostéoblastes (Driessen et al., 2003; Lotinun et al., 2005). Les 
facteurs de croissance peuvent jouer des rôles différents selon le type de progéniteurs. Dans 
les CSH multipotentes, les facteurs de croissance jouent un rôle fondamental sur la survie et la 
prolifération. Par contre, dans des progéniteurs à caractère oligopotent (comme les 
progéniteurs lymphoïdes communs), les facteurs de croissance peuvent modifier les capacités 
de différenciation (Kondo et al., 2000). Le TGF-β (Transforming growth factor beta) est 
connu comme régulateur négatif de l’hématopoïèse et en particulier comme inhibiteur de la 
prolifération des CSH  (Eaves et al., 1991; Sitnicka et al., 1996; Fortunel et al., 2003). En 
outre, certaines études ont montré que TGF-β agit en diminuant l’expression de certaines 
CMP
GATA-1+
MEP GMP CLP
LMPP
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GMLP
ELP
MPP
LSK Thy1,1-
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Neutrophil
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Figure 16 : Modèle de l’hétérogénéité de la population des progéniteurs primitifs (MPP) 
chez la souris  (D’après Iwasaki H., et Akashi K., 2007). 
 
Dans ce récent modèle de l’hématopoïèse, une nouvelle population de progéniteurs est 
décrite : LMPP. Les MPP seraient composés de différentes populations de progéniteurs ; Les 
LMPP, exprimant FLT3, seraient largement engagés dans la lignée myélo-lymphoïde et les 
CMP possèderaient uniquement des capacités myéloïdes. L’activation des facteurs GATA-1 
et PU.1 régule l’orientation des MPP vers les lignées myélo-lymphoïde ou myélo-érythroïde. 
Les GATA1+ seraient des CMP alors que PU.1+ seraient des GMLP. Les ELP seraient 
engagées dans la lignée lymphoïde mais garderaient un faible potentiel GM. GMLP et ELP 
représenteraient donc le développement continu des LMPP pour donner les CLP.  
 
MPP= Multipotent Progenitors ; CMP= Common Myeloïd Progenitor ; GMLP= Granulocyte-Monocyte-
Lymphoid Progenitor ; LMPP= Lymphoid-Primed Multipotent Progenitor ; ELP= Earliest Lymphocyte 
Progenitor ; CLP = Common Lymphoid Progenitor ; MEP= Megacaryocyte-Erythrocyte Progenitor 
LSK = Lin- Sca-1high c-Kithigh 
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cytokines importantes (comme SCF, FL, TPO et IL6) et en augmentant l’expression des 
inhibiteurs du cycle cellulaire comme p57 (ou KIP2) (Scandura et al., 2004). Cependant ce 
rôle ne semble pas indispensable à la quiescence des CSH, une mutation de ce facteur chez 
des souris KO étant sans répercussion sur l’hématopoïèse ni sur le pool des CSH (Larsson et 
al., 2003). D’autres facteurs de croissance ont été également établi comme inhibiteurs de 
l’hématopoïèse tels que TNF α (tumor necrosis factor α) (Jacobsen et al., 1994) et MIP-1α 
(macrophage inflammatory protein) (Broxmeyer et al., 1990). 
 
2.2. Les principaux mécanismes moléculaires  
2.2.1. Les facteurs de transcription  
Un réseau de facteurs de transcription contrôle l’engagement des CSH et des progéniteurs 
multipotents vers la différenciation lymphoïde ou myéloïde (Nguyen Khac and Bernard, 
2003). La balance entre les niveaux d’expression des différents facteurs de transcription 
conditionne la voie de différenciation vers laquelle les cellules vont s’engager (Nerlov and 
Graf, 1998). Un léger déséquilibre est capable de modifier la voie de différenciation engagée 
(Zon, 2008). 
Parmi les facteurs de transcription, on distingue ceux nécessaires à la différenciation de toutes 
les lignées (comme AML1/RUNX1 pendant l’embryogénèse) et ceux spécifiques d’une lignée 
hématopoïétique (e.g, C/EBPα et GATA-1). De plus, certains facteurs (e.g, PU.1 ou spi-1) 
agissent différemment en fonction du type de cellules. Par exemple GATA-1 est impliqué 
dans la différenciation érythroïde et mégacaryocytaire, PU.1 dans la différenciation granulo-
monocytaire et lymphoïde et le SCL dans l’ensemble de la myélopoïèse (surtout pendant 
l’embryogénèse).  
Des compétitions peuvent exister entre les différents facteurs de transcription et des 
phénomènes d’inhibition peuvent en résulter. Par exemple, une association des deux facteurs 
GATA-1 et PU.1 pourra empêcher leur liaison au niveau de leurs cibles spécifiques et inhiber 
ainsi leurs activités respectives (Zon, 2008). Dans une revue récente (Iwasaki and Akashi, 
2007), il est montré que les principaux facteurs de transcription régulant la différenciation des 
CSH chez la souris permettent d’élaborer un nouveau modèle de l’hématopoïèse (Figure 16).   
D’autre part, le rôle de ces facteurs pourrait être régulé par des modifications dites 
épigénétiques type acétylation d’histones ou méthylation de l’ADN aboutissant à des 
altérations structurales et fonctionnelles des gènes (Bannister and Kouzarides, 2005; Hake and 
Allis, 2006).  
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2.2.2. Les principales voies de signalisation   
Les principales voies de transduction du signal sont la voie des « mitogen-activated protein 
kinase » (MAPK), la voie de la phosphatidylinositol 3-kinase/Akt (PI3K/Akt), la voie « Janus 
Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription » (JAK/STAT) et la voie 
d’activation du facteur de transcription « Nuclear Factor kappa B » (NFκB).  
L’activation de ces voies se fait en général par des cascades de phosphorylation de protéines 
kinases. Ces cascades d’activation par phosphorylation se déroulent jusqu’à l’activation de la 
cible cellulaire finale et sont régulées par des phosphatases qui, en déphosphorylant les 
protéines kinases, peuvent inhiber leur activité et interrompre la transduction du message. 
Dans le cadre de l’hématopoïèse, nous aborderons uniquement la voie PI3K/Akt qui a fait 
l’objet d’une partie des travaux présentés dans ce manuscrit. 
 
 La voie PI3K/Akt  
Chez les mammifères, il existe huit isoformes de PI3K qui sont séparées en 4 classes (PI3K 
classe IA, IB, II et III). Les PI3K appartiennent à une famille d'enzymes qui phosphorylent les 
lipides inositols des membranes en position 3 du groupe inositol (Stein and Waterfield, 2000). 
Les PI3K de classe I activées par les récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK) ou par les 
récepteurs couplés aux protéines G (Osaki et al., 2004) phosphorylent le PIP2 
(phosphatidylinositol-4,5 biphosphate) des phospholipides membranaires en PIP3 
(phosphatidylinositol-3,4,5 triphosphate). La production de PIP3
 
conduit ensuite au 
recrutement de la protéine kinase B (PKB) ou Akt. 
Akt est une sérine/thréonine kinase initialement identifiée comme étant l'homologue 
cellulaire normal de l'oncogène v-akt transduit dans un rétrovirus murin et elle est exprimée 
de façon ubiquitaire chez les mammifères. L'activation de Akt dépend essentiellement de la 
PI3K (Walker et al., 2000) mais également de plusieurs facteurs de croissance (FGF2, PDGF, 
SCF, VEGF, NGF), de cytokines (IL-3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-8) (Songyang et al., 1997) ainsi 
que de l'insuline (Burgering and Coffer, 1995). 
Il existe trois isoformes d’Akt nommées Akt1, Akt2 et Akt3. Sur toutes les isoformes d’Akt 
on retrouve un domaine d’homologie avec la pleckstrine (PH) qui se lie préférentiellement 
avec les PIP3 (Osaki et al., 2004). Cette interaction entre le domaine PH de la protéine Akt et 
le PIP3 entraîne des changements conformationnels de Akt qui conduisent au démasquage de 
deux sites de phosphorylation (Thr308 et Ser473). La phosphorylation de la protéine Akt est 
  
 
Figure 17 : Les voies de signalisation de l’Akt décrites dans le texte. 
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alors régulée par la protéine kinase PDK1 (3’-phosphoinositide-dependent kinase 1) qui est 
également recrutée par son domaine PH au niveau du site de production de PIP3 (Osaki et al., 
2004).  
Une fois activée, la protéine Akt phosphoryle divers substrats qui sont impliqués dans la 
régulation de la prolifération, la survie et le métabolisme cellulaire (Figure 17). De plus, la 
voie de signalisation PI3K/Akt est très largement décrite comme impliquée dans l’oncogenèse 
et la résistance aux agents de chimiothérapie (West et al., 2002; Wendel et al., 2004; 
Hammerman et al., 2005). En effet, la protéine Akt activée compte parmi ses substrats deux 
effecteurs majeurs de l’apoptose, à savoir la protéine pro-apoptotique Bad (Datta et al., 2000), 
et la caspase-9 (Thompson, 1995; Datta et al., 1997; Cardone et al., 1998; Thompson and 
Thompson, 2004) (Figure 17). La phosphorylation de ces deux protéines, suite à l’activation 
d’Akt, conduit à une inhibition de leur activité pro-apoptotique (Osaki et al., 2004). Akt agit 
également en phosphorylant la protéine Glycogen Synthase kinase-3β (GSK-3β) ce qui 
entraîne son inhibition et l'activation de la transcription de gènes impliqués dans la survie et la 
progression dans le cycle cellulaire (Figure 17). GSK3β, une sérine/thréonine kinase 
identifiée à l’origine comme régulateur du métabolisme cellulaire, joue une rôle important 
dans la régulation de la prolifération et de la survie cellulaire soit directement (par exemple 
phosphorylation et dégradation de Cyclin D1 donc inhibition de la progression dans le cycle 
cellulaire) (Gines et al., 2003; Beurel and Jope, 2006) soit indirectement (dégradation de la β-
caténine, responsable de l’inhibition de la transcription de gènes pro-apoptotiques, par le 
protéasome) (Chang et al., 2003). 
De plus, Akt phosphoryle et inhibe certains facteurs de transcription de la famille Forkhead 
(FKHR/AFX/FOX) qui sont impliqués dans la transcription de molécules pro-apoptotiques 
telles que le ligand au récepteur de mort Fas (Brunet et al., 1999; Chang et al., 2003)). Enfin, 
la protéine Akt activée phosphoryle également la protéine kinase I-κB kinase (IKK) et permet 
ainsi son inhibition et une activation du facteur de transcription NFκB codant pour des gènes 
impliqués dans la prolifération cellulaire (Datta et al., 1999) (Figure 17). Le gène PTEN code 
pour une protéine à caractère lipide-phosphatase qui apparaît comme le régulateur négatif 
majeur de la voie PI3K/Akt (Darbon, 2007). 
 
 La phosphatase PTEN 
PTEN (Phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome ten) ou MMAC1 
(mutated in multiple advanced cancers 1) ou TEP1 (TGF-β regulated and epithelial cell-
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enriched phosphatase) est l’un des gènes les plus fréquemment mutés dans les cancers 
humains. Identifié en 1997 comme un gène suppresseur de tumeur (Li et al., 1997), 
l’importance de PTEN dans le maintien du pool des CSH (Yilmaz et al., 2006b; Zhang et al., 
2006b) et de la stabilité du génome est récemment montrée (Shen et al., 2007). De plus, il est 
bien acquis que PTEN s’oppose aux effets des PI3K de classe I en transformant les PIP3 en 
PIP2, inhibant ainsi l’activation de Akt (Cantley and Neel, 1999; Lu et al., 1999; Ramaswamy 
et al., 1999).  
 
3. Migration des cellules souches hématopoïétiques 
Les CSH sont capables de migrer dans le sang pour aller coloniser les différents territoires 
hématopoïétiques. La mobilisation des CSH à partir de la niche hématopoïétique se fait 
également lors de l’atteinte de la moelle osseuse ou suite à des traitements par des agents 
cytotoxiques (cyclophosphamide par exemple) ou par le G-CSF. Elle est due à la dégradation 
de signaux de rétention comme VCAM-1 et SDF-1 par des protéases (Lapidot and Petit, 
2002). Cette propriété est utilisée pour les collecter dans le sang et réaliser des greffes. 
Inversement, le phénomène de homing est facilité par l’expression de protéines d’adhésion 
spécifiques (des integrines comme VLA-4 (Very Late Antigen-4) et de chimiokines au 
niveau du stroma de la moelle osseuse (Tableau 3). 
 
Tableau 6 : Classification des principales hémopathies malignes1 : 
 
 
 
1La classification est faite d’après les données de l’OMS et de Huret J.L. (Atlas of Genetics 
and Cytogenetics in Oncology and Haematology, 2008). 
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III. Les pathologies hématopoïétiques 
1. Introduction  
Les hémopathies sont des groupes hétérogènes de pathologies originaires de la moelle 
osseuse ou des ganglions lymphatiques. Un rapport publié en 2001 par l’OMS rapportait, pour 
14 pays dans le monde, 405 995 nouveaux cas de lymphomes et de myélome multiple 
responsables de 236 496 décès et 255 932 nouveaux cas de leucémies responsables de 209 
328 décès. Plus particulièrement, l’incidence des lymphomes non hodgkiniens (LNH) est 
passée de 3,6 % à 5,4 % entre 1994 et 2000 dans certaines parties du monde comme l’Europe, 
les USA et l’Australie (Mathers et al., 2001). 
En France, les cancers des «tissus lymphatiques hématopoïétiques» occupent la quatrième 
place parmi les sept principaux cancers pris en charge dans les hôpitaux en 2004. Ils 
présentaient 8,6% des cancers chez les hommes et 8,1% chez les femmes (INCa, 2006).  
 
2. Classification des principales hémopathies malignes  
Ces pathologies peuvent être classées selon différents critères, par exemple selon le site où 
se développe la maladie (e.g, leucémie : moelle osseuse comme site principal puis secteur 
sanguin, lymphomes : initialement dans les ganglions lymphatiques et envahissement 
secondaire de la moelle et du sang) et/ou selon la ou les lignée(s) hématopoïétique(s) 
impliquée( s) (lignée lymphoïde B ou T, lignée myéloïde) mais également selon le caractère 
chronique ou aiguë de la maladie. Les progrès réalisés dans les différents domaines 
biologiques (cytologie, anatomo-pathologie, cytogénétique et immunologie) ont aidé à 
classifier ces différentes entités (Huret, 2008). Nous avons résumé la classification de ces 
maladies dans le Tableau 6.  
 
3. Etiologie des maladies hématopoïétiques 
Comme pour les autres formes de cancer, l’origine des hémopathies lymphoïdes malignes 
est multifactorielle et leur développement est la résultante d’une accumulation de plusieurs 
événements oncogéniques. 
Schématiquement, on peut distinguer des facteurs d’origine exogène comme certains virus et 
facteurs environnementaux, et des facteurs génétiques. 
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3.1. Les facteurs génétiques 
3.1.1. Introduction 
Les hémopathies malignes sont fréquemment associées à des perturbations chromosomiques 
acquises, de type translocations, inversions et délétions (Rabbitts, 1994; Rowley, 1999; 
Chaganti et al., 2000). Ces modifications géniques peuvent résulter soit en une activation 
anormale de proto-oncogènes (90% des lymphomes de Burkitt) (Finger et al., 1986) par 
formation de protéines de fusion d’oncogènes par exemple (Leucémie aigue promyélocytaire) 
(Rego and Pandolfi, 2001), soit au contraire en une mutation ou inhibition de l’expression de 
gènes à effet anti-oncogène ou suppresseur de tumeur (p53 dans le myélome multiple) (Drach 
et al., 1998). Ces perturbations chromosomiques peuvent être : 
- primitives : elles correspondent à un événement précoce dans le développement des tumeurs 
et sont fréquemment associées à un type histologique ou cytologique particulier. 
- secondaires : elles sont de survenue tardive et concernent plutôt des gènes impliqués dans la 
progression tumorale ou leur transformation histologique.  
Les oncogènes sont des gènes cellulaires devenus, suite à des modifications qualitatives ou 
quantitatives, des gènes "transformants" (Stehelin et al., 1976). Ces oncogènes incluent des 
facteurs de croissance, des récepteurs aux facteurs de croissance, des protéines de la 
transduction du signal, des activateurs nucléaires de la transcription et des protéines kinases. 
Les translocations ainsi créées activent ces gènes qui sont impliqués dans le contrôle de la 
prolifération, de la différenciation ou de la mort cellulaire.  
Enfin, il existe fréquemment des modifications du microenvironnement tumoral par le biais de 
sécrétions anormales de cytokines, produites de façon paracrine ou autocrine, et participant 
ainsi à la prolifération tumorale. 
 
3.1.2. Les principaux mécanismes moléculaires  
3.1.2.1. Translocations et mutations activatrices 
 Translocations 
Les plus fréquentes et les mieux caractérisées sont les translocations chromosomiques 
réciproques, qui ont pour conséquence de juxtaposer des gènes normalement situés sur des 
chromosomes différents. Dans le cas de translocations activatrices, un gène apporte des 
éléments de régulation, « enhancers » ou promoteurs, qui sont juxtaposés à un oncogène, qui 
de ce fait est surexprimé ou exprimé de façon ectopique. L’activation transcriptionnelle est 
fréquente dans les hémopathies de type lymphoïde (Nguyen Khac and Bernard, 2003).  
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Dans les hémopathies malignes, deux types de translocation sont rencontrés : Les 
translocations avec association de gènes et les translocations avec fusion de gènes. 
 
i) Translocations avec association de gènes  
Les gènes des immunoglobulines (Igs) et du récepteur à l’antigène des lymphocytes T 
(TCR) sont souvent responsables d’activation transcriptionnelle à la suite de translocations 
touchant leur locus (translocations avec gènes Ig/TCR) (Nguyen Khac and Bernard, 2003). Le 
gène dérégulé par la translocation peut être surexprimé, comme c-MYC qui est exprimé dans 
les lymphocytes normaux et surexprimé à la suite des translocations chromosomiques avec les 
gènes des Igs dans le lymphome de Burkitt (Hecht and Aster, 2000). Le gène dérégulé peut 
être aussi exprimé de façon ectopique comme les gènes HOX11 et HOX11L2 dans les 
cellules leucémiques (LAL-T), normalement non exprimés dans la différenciation 
hématopoïétique normale. 
Un cas particulier est l’exemple du gène codant pour le récepteur Notch-1 qui stimule 
normalement la différenciation des lymphocytes T aux dépens de celles des B. Une 
translocation de ce gène code pour une protéine tronquée qui mime l’activation constitutive de 
la voie Notch ce qui pourrait entraîner une prolifération maligne lymphoïde T. 
Le gène BCL2, codant pour une protéine impliquée dans la régulation de l'apoptose, peut être 
associé, suite à des translocations spécifiques, avec le gène des chaînes lourdes des 
immunoglobulines dans des lymphomes folliculaires, ou avec des chaînes légères des 
immunoglobulines dans diverses proliférations lymphoïdes de la lignée B (Willis and Dyer, 
2000).  D’autres gènes peuvent être également affectés comme par exemple le gène SIL et le 
gène CTIP2/BCL11B. Les translocations entraînant leur remaniement les juxtaposent aux 
gènes TAL1 et HOX11L2 respectivement sont observées dans certaines leucémies aiguës 
lymphoblastiques T (LAL-T) de l’enfant.  
D’autre part, des translocations de facteurs de croissance impliqués dans la régulation de 
l'hématopoïèse normale, sont fréquemment observées dans les hémopathies malignes. 
L'interleukine 3 (IL-3) par exemple est surexprimée dans un sous type de leucémie aiguë pré-
lymphocytaire B avec éosinophilie suite à une translocation chromosomique t(5;14) (Meeker 
et al., 1990).  
 
ii) Translocations avec fusion de gènes  
Une conséquence fréquente des translocations chromosomiques des hémopathies malignes 
est la création d’un gène de fusion conduisant à l’expression d’un transcrit de fusion et d’une 
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protéine chimérique. Deux gènes de fusion sont théoriquement créés mais, en général, un seul 
joue un rôle dans le processus tumoral. La protéine chimérique possède des propriétés 
particulières par rapport aux protéines normales. Il peut s’agir d’une activité constitutive (e.g, 
BCR-ABL) ou d’une activité dominante négative (e.g, CBF). Par ailleurs, dans certains cas, 
l’inactivation d’une copie d’un des deux gènes peut jouer un rôle dans le processus tumoral, 
comme par exemple pour les gènes PML et MLL. Deux classes de gènes peuvent être 
affectées : les gènes codant pour des facteurs de transcription et les gènes codant pour des 
protéines à activité tyrosine kinase.  
 Les gènes codant pour des facteurs de transcription  
Par exemple, les membres de la famille HOX (fusion NUP98-HOXA9) et les membres de la 
famille Ets (e.g, fusion TLS-ERG) dans les leucémies aigues myéloblastiques (Dash and 
Gilliland, 2001). 
 Les protéines de fusion impliquant les protéines à activité kinase 
Les fusions des gènes codant pour les protéines à activité tyrosine kinase entraînent une 
activité catalytique constitutive. Il en résulte une indépendance aux facteurs de croissance 
permettant la survie et la prolifération de cellules, mais également un blocage de la 
différenciation et une résistance aux agents génotoxiques.  
Deux catégories de protéines possédant une activité tyrosine kinase peuvent être dérégulées 
suite à des translocations chromosomiques : les protéines cytoplasmiques et les récepteurs 
transmembranaires.  
o Les protéines tyrosine kinase cytoplasmiques: La principale translocation est 
celle des gènes ABL et BCR. Ces gènes sont fusionnés dans diverses leucémies 
(leucémies myéloïdes chroniques (Wilson et al., 1997), leucémies aiguës 
myéloïdes (Kurzrock et al., 1987), leucémies aiguës lymphoblastiques 
(Deininger et al., 2000), leucémies chroniques à polynucléaires neutrophiles 
(Pane et al., 1996), et dans des lymphomes (Mitani et al., 1990) et des 
myélomes (Martiat et al., 1990). Deux autres exemples de protéines possédant 
une activité tyrosine kinase cytoplasmiques dérégulées suite à des 
translocations chromosomiques peuvent être décrites : la protéine JAK2, 
associée aux récepteurs des cytokines (Lacronique et al., 1997) et la protéine 
SYK, associée à de nombreux récepteurs dans les cellules hématopoïétiques 
(Kuno et al., 2001). Dans ces deux translocations, TEL est le gène partenaire. 
La conséquence sera une activation constitutive du domaine tyrosine kinase 
dans les protéines de fusion, responsable de la transformation maligne.  
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o  Les récepteurs tyrosine kinase transmembranaire RTKs: Les gènes codant 
pour des récepteurs à activité tyrosine kinase sont fréquemment réarrangés 
suite à des translocations réciproques (Schlessinger and Ullrich, 1992). C'est le 
cas du récepteur au Platelet Derived Growth Factor (PDGFR) dans la leucémie 
chronique myélomonocytaire (Golub et al., 1994), du récepteur à la 
neurotrophine 3 (NTRK3 ou TRKC) dans le fibrosarcome congénital et la 
leucémie aiguë myéloïde (Knezevich et al., 1998), et du récepteur ALK 
(Anaplastic Lymphoma Kinase) dans un lymphome non hodgkinien (Morris et 
al., 1994). De plus, les protéines à activité tyrosine kinase peuvent aussi être 
activées par d’autres mécanismes, tels que des mutations ponctuelles ou des 
duplications internes. 
 
iii) Mutations activatrices 
Dans certains cas, des mutations ponctuelles activatrices des récepteurs tyrosine kinase, tels 
que c-Kit, PDGFR et FLT3, sont impliquées dans le processus de développement des cancers 
hématopoïétiques (Matsumura et al., 2008). Des mutations du gène FLT-3, qui joue un rôle 
important dans le développement des cellules souches hématopoïétiques, sont présentes dans 
certaines leucémies aiguës myéloblastiques mais également lymphoblastiques. Elles 
entraînent un état d’activation permanente de la protéine, qui contribue à la croissance 
dérégulée des cellules leucémiques. Le gène FGFR3, codant pour un récepteur à activité 
tyrosine kinase de la famille des facteurs de croissance du fibroblaste (FGFs ou Fibroblast 
Growth Factors), est associé à la translocation t(4;14) dans le myélome multiple (Chesi et al., 
1997).  
L’activation constitutive des RTKs entraîne une dérégulation de certaines voies de 
signalisation telles que Ras/MAPK, PI3K/Akt/mTOR et STATS qui jouent un rôle important 
dans la prolifération, la survie et la différenciation des cellules hématopoïétiques (Matsumura 
et al., 2008). Des études ont montré que la forme activée d’Akt était fortement exprimée dans 
les cellules malignes du myélome multiple et significativement augmentée chez les patients 
ayant un myélome multiple au stade III en comparaison aux patients au stade I (Hsu et al., 
2001; Alkan and Izban, 2002). Une activation constitutive d’Akt a été également observée 
dans la plupart des lymphomes primaires humains (Fillmore et al., 2005). De plus, une forme 
mutée de PI3K (de la sous-unité p85) a été isolée dans une lignée cellulaire de lymphomes 
hodgkiniens humaines qui présentaient une activation constitutive d’Akt (Jucker et al., 2002).   
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3.1.2.2. Translocations et lésions inhibitrices 
i) Translocations  
Certaines translocations avec fusion de gènes entraînent la formation d’une protéine 
chimérique à activité dominante négative. Nous citons par exemple les gènes : 
o Core Binding Factor (CBF/AML) : Par exemple, la fusion TEL-ARNT pouvant  
convertir ARNT en un répresseur transcriptionnel et les protéines de fusion 
AML1-ETO et AML1-EVI-1 entraînant une répression de la fonction de la 
protéine AML1 sauvage par un mécanisme de leucémogénèse (Meyers et al., 
1995; Tanaka et al., 1995).  
o RARa (Retinoic Acid Receptor a) : Dans la leucémie aiguë promyélocytaire, 
des protéines de fusion à RARa se comportent comme des répresseurs 
transcriptionnels en se liant avec une plus grande affinité que RARa aux co-
répresseurs. Ceci a pour conséquence le blocage de la différenciation (He et al., 
1998). 
o PML (gène suppresseur de tumeurs) et MLL 
 
ii) Lésions de gènes suppresseurs de tumeur 
Les altérations du gène TP53 sont parmi les lésions génétiques les plus fréquentes au cours 
des tumeurs humaines. La protéine p53 joue un rôle crucial dans la vie cellulaire et la 
protection de l’intégrité du patrimoine génétique. Le mécanisme d’inactivation le plus 
fréquent dans les tumeurs correspond à une délétion monoallélique accompagnée, sur l’autre 
allèle, d’une mutation ponctuelle qui aboutit à une inactivation fonctionnelle de la protéine. 
Cette perte de fonction permet aux cellules cancéreuses d’échapper aux phénomènes 
d’apoptose, et s’accompagne d’une instabilité génique importante. Les altérations de TP53 se 
voient surtout dans les lymphomes de Burkitt (40% des cas) et les lymphomes de haut grade 
(30%), ainsi que dans les transformations de lymphomes de bas grade en haut grade. On la 
détecte également dans la leucémie lymphoïde chronique (5% à 10% des cas).  
D’autre part, certaines études ont montré un lien entre l’activation d’Akt et la diminution du 
gène suppresseur de tumeur p53. Une fois activée, Akt agit en phosphorylant MDM2, une 
protéine responsable de la dégradation de p53 par le protéasome. Cette phosphorylation induit 
une translocation de MDM2 dans le noyau et augmente son affinité pour p53 (Mayo and 
Donner, 2001). 
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De plus, des mutations des phosphatases PTEN et « Src homology 2 phosphatase» (SHIP1 
et SHIP2), capables d’inhiber la voie PI3K/Akt en déphosphorylant les PIP3, entraînent une 
inhibition de leur activité et une progression des phénomènes cancérigènes. Les gènes codant 
pour ces deux phosphatases sont considérés comme des gènes suppresseurs de tumeurs 
(Chang et al., 2003). Des mutations ou délétions de PTEN ont été détectées dans certaines 
leucémies aigues et lymphomes non hodgkiniens (Sakai et al., 1998; Dahia et al., 1999). 
  
iii) Lésions d’inhibiteurs de kinases du cycle cellulaire 
Les inhibiteurs du cycle cellulaire représentent une famille de protéines (p15INK4b, p16INK4a, 
p18INK4c, p19INK4d) associées aux complexes kinases cycline D. Des lésions de ces gènes sont 
fréquentes dans divers types de cancers et résultent de plusieurs mécanismes : mutations, 
délétions (hétéro- ou homozygotes) et également méthylation des régions promotrices 
empêchant leur expression. Des altérations des gènes P15INK4b et P16INK4a sont fréquentes dans 
les leucémies aiguës et les lymphomes.  
 
3.2. Les facteurs exogènes 
Les facteurs génétiques impliqués dans le développement des hémopathies malignes ne 
peuvent pas à eux seuls expliquer l’augmentation de l’incidence de ces maladies et d’autres 
facteurs de risque extrinsèques sont suggérés. C’est par exemple le cas de certaines infections 
microbiennes virales (virus de l’hépatite C, Epstein-Barr virus, virus du SIDA et T-cell 
lymphocytotropic virus) (Grulich and Vajdic, 2005; de Sanjose et al., 2007; Lichtman, 2008) 
ou bactériennes (Helicobacter pylori) et de certains traitements cytotoxiques (chimiothérapie 
et radiothérapie) (Lichtman, 2008). Cependant, ces facteurs ne concernent qu’une faible 
proportion des tumeurs malignes hématopoïétiques et ne permettent pas d’expliquer 
l’ensemble de ces pathologies. Aujourd’hui, beaucoup d’auteurs s’accordent à penser que 
certains facteurs environnementaux pourraient être liés à l’augmentation de l’incidence de 
certains pathologies hématopoïétiques  comme par exemple les rayonnements ionisants (Uma 
Devi, 2003), la fumée de cigarettes (Lichtman, 2007), l'exposition aux champs 
électromagnétiques (Brain et al., 2003) ainsi qu’à certains polluants notamment le benzène 
(Natelson, 2007a; Natelson, 2007b) et le pétrole, et également à des contaminants comme les 
pesticides qui ont fait l’objet de notre étude. Ces facteurs environnementaux peuvent agir en 
affectant la stabilité du génome entraînant des anomalies ou des prédispositions génétiques. 
Par exemple, le rôle du benzène, du pétrole et des solvants organiques comme agents 
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alkylants impliqués dans des altérations chromosomiques prédisposant pour certaines 
leucémies aiguës myéloïdes et myélodysplasies, est bien établi (Smith et al., 1996; Frohling et 
al., 2002; Mauritzson et al., 2002; Haferlach et al., 2004).  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 18 : Etude de la clonogénicité des cellules de la moelle osseuse. 
 
Des cellules de la moelle osseuse sont mises en culture dans un milieu semi-solide type 
méthyl-cellulose (ici Methocult®) contenant des facteurs de croissance et des cytokines 
spécifiques permettant la prolifération et la différenciation des progéniteurs hématopoïétiques. 
Après 2 à 3 semaines de culture, des colonies phénotypiquement distinctes (par exemple, 
CFU-M, CFU-GM et BFU-E) composées de cellules de différentes lignées hématopoïétiques 
pourront être identifiées au microscope. 
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IV. Méthodes d’études des progéniteurs hématopoïétiques 
Le système hématopoïétique représente un continuum de cellules dont le phénotype et les 
fonctions se modifient au fur et à mesure de leur différenciation. Les cellules souches sont à la 
base de cette production quotidienne hautement contrôlée. Les connaissances sur ces cellules 
se sont accumulées ces quarante dernières années grâce à la mise au point de différentes 
méthodes d’analyse qui ont permis d’étudier leur potentiel de différenciation et leur capacité 
de prolifération. Ces méthodes font appel à des tests de culture in vitro, à des techniques de 
transplantation in vivo, ainsi qu’à des études phénotypiques et différentielles et/ou 
fonctionnelles. Les différentes approches utilisées sont schématisées dans la figure 20 selon 
les propriétés de chaque compartiment de cellules hématopoïétiques. 
 
1. Tests clonogéniques in vitro 
1.1. Tests à court terme 
La méthodologie de clonage en milieu semi-solide des précurseurs hématopoïétiques a été 
mise au point par les scientifiques Bradley et Metcalf en 1966 (Bradley and Metcalf, 1966). 
L’utilisation d’un milieu semi-solide a pour but de limiter la migration des cellules 
proliférantes en culture. Les premières expériences ont permis de mettre en évidence les 
précurseurs hématopoïétiques CFU-GM (colony forming unit-granulocyte and macrophage). 
Dans un milieu de culture semi-solide type méthyl-cellulose contenant différents facteurs de 
croissance (surtout des cytokines), les cellules de la moelle osseuse sont capables de former 
des colonies phénotypiquement distinctes composées de cellules de différentes lignées 
hématopoïétiques. Ainsi, ces tests de clonogénicité à court terme permettent d’identifier en 2 à 
3 semaines de culture les progéniteurs engagés des lignées érythroïde, granuleuse, 
macrophagique et mégacaryocytaire (Pike and Robinson, 1970; Fauser and Messner, 1978; 
Broxmeyer, 1984) (Figure 18) : 
• Les CFU-GM : capables de générer des colonies granuleuses et 
macrophagiques, 
• Les BFU-E ou « Burst Forming Unit Erythroid »  capables de générer des 
foyers de colonies érythroïdes, 
• Les CFU-E ou « Colony Forming Unit Erythroid », précurseurs plus matures 
que les BFU-E capables de générer des petites colonies érythroïdes, 
Chapitre 1 : Etude bibliographique sur l’hématopoïèse 
 
 78 
• Les CFU-GEMM qui sont des colonies provenant de précurseurs 
pluripotentiels capables de générer de très grandes colonies composées de 
cellules granuleuses et macrophagiques ainsi que des cellules érythroïdes. Le 
type de culture des tests de clonogénicité à court terme est peu adapté à la mise 
en évidence de ces progéniteurs en raison de sa durée limitée à 3 semaines. 
• Des précurseurs des polynucléaires éosinophiles et basophiles ont été 
également mis en évidence en proportion plus faible.  
 
1.2. Tests à long terme  
En 1977, Dexter et al. ont mis au point une méthodologie permettant de cultiver in vitro 
pendant plusieurs semaines les précurseurs hématopoïétiques de souris. En présence de 
facteurs de croissance et d’une couche de cellules stromales médullaires, les CSH de souris 
sont capables de proliférer pendant plusieurs semaines et de générer des CFU-S, des CFU-
GEMM, des BFU-E et des CFU-GM (Dexter et al., 1977b).   
Ce système de culture a permis de mettre au point les tests de clonogénicité à long terme. 
En pratique, les tests à long terme consistent à mimer le microenvironnement médullaire en 
mettant les cellules en culture sur une sous-couche de cellules adhérentes. Les cellules sont 
maintenues en milieu de culture liquide 5 semaines puis transplantées en milieu semi-solide. 
Les sous-couches les plus communément utilisées sont des lignées de cellules stromales 
murines de type MS5 (murine stromal) qui permettent d’obtenir une différenciation aussi bien 
myéloïde que lymphoïde. Ce système de culture permet l’identification de deux types de 
culture : Les LTC-IC (long-term culture-initiating cells) et les CAFC (cobblestone area-
forming cells). 
Les LTC-IC sont définis par leur capacité de donner naissance à des cellules identifiables 
dans les systèmes de culture à court terme (Dexter et al., 1977a; Sutherland et al., 1990). Les 
CAFC sont des cellules qui s’intègrent dans la sous-couche de cellules adhérentes et forment 
un groupe de cellules aplaties étroitement liées aux cellules stromales (Breems et al., 1994). 
La fréquence de ces progéniteurs est déterminée de façon rétrospective par des expériences de 
dilution limite en énumérant les CFC (colony forming cells) obtenues après 7 à 8 semaines de 
culture (Sutherland et al., 1990). 
 
  
 
Figure 19: Technique des Colony forming unit in the spleen (CFU-S) (D’après Till et 
McCulloch 1960). 
 
Après injection de cellules de moelle osseuse dans la rate hypotrophiée de souris léthalement 
irradiées on observe la formation de nodules composés de colonies spléniques de différents 
types histologiques : des cellules érythroïdes, des cellules mégacaryocytaires, des cellules 
polynucléaires neutrophiles ou des cellules monocytaires. Les cellules injectées, appelées 
CFU-S ou "Colony Forming Unit in the Spleen" sont donc qualifiées de CSH 
multipotentielles. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Chapitre 1 : Etude bibliographique sur l’hématopoïèse 
 
 79 
2. Tests de transplantation in vivo 
2.1. Dans le système hématopoïétique murin 
La première mise en évidence de l'existence de CSH a été apportée par Till et McCulloch en 
1960 (McCulloch and Till, 1960) qui ont montré la capacité d’une population de cellules de la 
moelle osseuse de souris de reconstituer les différentes lignées hématopoïétiques lorsqu'elle 
est injectée dans la rate de souris léthalement irradiées (1000 rads) (figure 19). Ces cellules, 
désignées par l'acronyme CFU-S pour "Colony Forming Unit in the Spleen", sont capables de 
générer des colonies spléniques de différents types histologiques (colonies érythroïdes, 
colonies granulo-monocytaires ou colonies mégacaryocytaires) et peuvent donc êtres 
qualifiées de CSH multipotentielles. Ces auteurs ont par la suite montré que la réinjection 
d’une seule colonie peut redonner des colonies spléniques secondaires démontrant l’existence 
d’un auto-renouvellement.   Plus tardivement, de nombreuses études ont permis d’identifier 
différents stades de différenciation parmi les CFU-S. Les tests à long terme mesurent la 
longévité des progéniteurs et leur multipotentialité. Seule une fraction des cellules de 
certaines colonies CFU-S sont capables de reconstituer, à long terme, l'ensemble du système 
hématopoïétique lorsqu'elles sont transférées dans une seconde souris irradiée. Ce sont les 
« LTRC » (long term reconstituting cells) capables de donner naissance à des cellules 
différenciées myéloïdes et lymphoïdes à long terme (3 à 6 mois) (Lord and Woolford, 1993).  
 
2.2. Dans le système hématopoïétique humain 
Le modèle le plus utilisé actuellement pour étudier la reconstitution des cellules humaines à 
long terme est le modèle murin. Des modèles xénogéniques de greffes de cellules humaines 
dans des souris immunodéficientes de fond génétique NOD-SCID (Non-obese Diabetic - 
Severe Combined Immunodeficient) (Lapidot et al., 1992; Pflumio et al., 1996) ont permis 
d’isoler deux types de cellules : des progéniteurs responsables d’une reconstitution à court 
terme (2-3 mois) et des progéniteurs capables de reconstituer à long terme une hématopoïèse 
humaine. Ces cellules définies dans ce système sont appelées SCID Reconstituting Cell ou 
SRC. Les progéniteurs humains CD34+ obtenus à partir de la moelle osseuse des souris se 
différencient normalement dans les modèles de LTC-IC et de CFU donnant naissance à des 
lignées myéloïdes et lymphoïdes (B, T et NK) (Pflumio et al., 1996; Cashman et al., 1997; 
Robin et al., 1999). 
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3. Etudes immunophénotypiques 
Les cellules souches hématopoïétiques étant rares, il était essentiel de pouvoir les enrichir en 
éliminant les cellules matures qui expriment des antigènes de différentes lignées (Lin + pour  
lignage positif) et en sélectionnant les cellules plus immatures sur des critères phénotypiques 
(antigènes ou récepteurs membranaires) et/ou fonctionnels (expulsion de colorants vitaux par 
le biais d’une pompe d’efflux, résistance aux agents cytotoxiques). Les différents marqueurs 
antigéniques des CSH sont souvent mélangés afin d’améliorer la qualité et la fiabilité de la 
sélection.  
3.1. Identification et sélection des CSH dans le modèle murin 
Grâce au développement de techniques d’analyse par cytométrie de flux, les CSH de la 
moelle osseuse ont été phénotypiquement caractérisées, et ont pu être isolées afin de tester 
leur potentiel de reconstitution hématopoïétique. Ainsi, deux types de CSH ont pu être 
distingués: les LT-HSC (long term-Hematopoietic Stem Cells) ayant un potentiel de 
reconstitution du système hématopoïétique à long terme (au moins 6 mois), et les ST-HSC 
(short term - HSC) qui ne possèdent qu'une capacité d’auto-renouvellement limitée (1 à 3 
mois) (Zhong et al., 1996; Zon, 2008). Toutes les CSH sont caractérisées par l'absence 
d'expression de marqueurs de surface caractéristiques des lignées myéloïdes, lymphoïdes et 
érythroïdes différenciées. Pour cela, ces cellules sont notées comme Lin- pour "lignage 
négatif". En plus de leur phénotype Lin-, les CSH expriment les marqueurs Sca-1(stem cell-
associated antigen) et c-Kit (Okada et al., 1992). Il est maintenant admis que ces cellules Lin- 
Sca-1+ c-Kit+, dites LSK, qui représentent 0,05% à 0,1% des cellules totales de la moelle 
osseuse chez la souris (Morrison et al., 1995), sont très enrichies en LT-HSC (de l’ordre 
d’une cellule sur cinq) (Zon, 2008). Deux populations de CSH sont distinguées dans le 
compartiment des LSK : les LSK CD34+ qui présentent un potentiel ST-HSC et LSK CD34- 
qui sont principalement des LT-HSC (Osawa et al., 1996; Goodell et al., 1997; Sato et al., 
1999). Il a été montré chez la souris qu’une seule cellule LSK CD34- était capable de 
reconstituer à long terme tout le système hématopoïétique (Osawa et al., 1996). D’autres 
antigènes sont également identifiés et comme Flt3 ((fms)-like tyrosine kinase receptor 3) qui a 
permis une nouvelle classification des CSH : les LT-HSC seront représentées par le 
phénotype LSK CD34- Flt3- alors que les ST-HSC seront divisées en deux fractions, les LSK 
CD34+ Flt3- (responsables de la reconstitution myéloïde rapide) et les LSK CD34+ Flt3+ 
(reconstitution lymphoïde rapide) (Yang et al., 2005). Deux antigènes de famille SLAM 
(Signaling Lymphocytic Activation Molecule) sont également identifiés ; le CD150 qui est 
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exprimé d’une façon spécifique par les CSH et les progéniteurs primitifs provenant de la 
moelle osseuse de souris, et le CD48 qui est exprimé sur des progéniteurs plus différenciés 
comme les colony forming cells (CFCs) (Kiel et al., 2005; Yang et al., 2005; Kim et al., 
2006). Le phénotype CD150+ CD48- est identifié dans des cellules LT-HSC dans plusieurs 
souches de souris à différents âges (Yilmaz et al., 2006a). 
D’autre part, les LT-HSC peuvent être caractérisées grâce à leur capacité à exclure des 
colorants fluorescents comme la rhodamine-123 et Hoechst 33342. L’analyse en cytométrie 
de flux après un marquage par le Hoechst 33342 permet de définir une population de cellules 
souches dite SP (side population) (Matsuzaki et al., 2004). Cependant, cette fraction SP n’est 
pas restreinte aux cellules souches du système hématopoïétique (Jackson et al., 2001).   
L’aldéhyde déshydrogénase (ALDH) pourrait permettre aussi d’identifier et de sélectionner 
les CSH : Cette enzyme qui confère aux cellules une résistance aux agents alkylants tels que 
les dérivés actifs du cyclophosphamide est fortement exprimée dans les progéniteurs 
hématopoïétiques humains et murins (Armstrong et al., 2004). La fraction ALDHhigh SSClow 
sera la plus riche en LT-HSC (Hess et al., 2004). Cependant, l’expression élevée de l’ALDH 
semble ne pas être restreinte aux cellules souches du système hématopoïétique (Cai et al., 
2004; Corti et al., 2006a; Corti et al., 2006b).  
Le marqueur EPCR (Endothelial Protein C Receptor) ou CD201, à l’origine décrit comme 
marqueur des cellules endothéliales, est récemment identifié comme exprimé fortement par 
les CSH hautement purifiées en comparaison aux autres cellules de la moelle osseuse, et les 
cellules EPCR+ contiennent une importante population de SRC (Balazs et al., 2006).  
3.2. Identification et sélection des CSH chez l’homme 
Malgré les connaissances évolutives dans l’identification et la sélection des CSH chez 
l’homme au cours de ces dernières années,  certains aspects concernant le phénotype de ces 
cellules restent encore controversés. 
La fraction Lin- CD34+ CD38- est connue pour être enrichie en CSH primitives (type 
SRC). Certains antigènes exprimés par les CSH murines comme CD90(Thy.1) et CD117(c-
Kit) ont été identifiés chez les CSH humaines (Briddell et al., 1992; Craig et al., 1993). Des 
CSH capables de reconstitution à long terme apparaissent donc dans le phénotype Lin- 
CD34+ CD38- CD90+ CD117low mais expriment également l’antigène CD133 (Yin et al., 
1997). De plus, l’enzyme ALDH est aussi fortement exprimée par les CSH humaines et 
permet d’identifier la fraction Lin- CD34+ CD38- CD133+ ALDHhigh SSClow la plus enrichie 
en progéniteurs primitifs (type SRC et LTC-IC) (Hess et al., 2004). L’utilisation conjointe des 
Tableau 7 : Phénotypes des Cellules souches hématopoïétiques murines et humaines aux 
différents stades de développement (D’après Ratajczak M.Z., 2008). 
 
Lin- CD34+ CD38-
Lin- CD34+ CD133+ CXCR4+
CD150+ CD48- CD244- (SLAM)
ALDH high (e,g,, ALDH high CD133+ Lin-)
Lin- Sca-1high c-Kit+ Thy1,1(CD90)low (LSKT)
Lin- Sca-1+  CD34+/- CD45+
CD150+ CD48- CD244- (SLAM)
ALDH high
CSH
(moelle osseuse)
CD34+ CD133+ CXCR4+ Lin-Sca-1+ CD34+ CD45+ Mac-1+ CXCR4+CSH(foie)
CD34+CD34+ CD45+CD41+/- Sca-1+/-CSH (AGM et placenta)
NDCD34+ CD41+ Sca-1+ CD45-Pré-CSH (AGM)
NDFlk-1 (KDR+)Hémangioblastes(sac vitellin)
Système humainSystème murinCSH
 
 
  CSH= Cellules souches hématopoïétiques ; Région AGM= Aorte-Gonades-Mésonéphros ; 
  SLAM= Signaling Lymphocyte Activation Molecule ;  ALDH = Aldéhyde déshydrogénase ; 
 ND= phénotype Non Déterminé pour les CSH humaines. 
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marqueurs ALDH et CD133 a permis de définir le phénotype qui semblait être le plus 
représentatif des CSH humaines contenant des SRC : Lin- CD133+ ALDHhigh (Hess et al., 
2006). Récemment, les travaux de Majeti et al. (Majeti et al., 2007), ont montré que le sang 
du cordon ombilical contient une fraction Lin- CD34+ CD38- CD90+ CD45RA- de CSH 
capables de reconstitution à long terme. En addition à ces CSH, ces auteurs ont identifié pour 
la première fois une fraction de cellules de phénotype Lin- CD34+ CD38- CD90- CD45RA- 
qui pourraient correspondre aux progéniteurs multipotents (MPP) (qui ont perdus les capacités 
d’auto-renouvellement).  
Il est à noter que, contrairement au modèle murin, la capacité d’exclusion du Hoechst ne 
semble pas une méthode de choix pour sélectionner les CSH primitives chez l’homme parce 
qu’elles ne sont pas toutes contenues dans la fraction SP (Fischer et al., 2006; Pearce and 
Bonnet, 2007). 
Dans le tableau 7 nous résumons les différents antigènes identifiés jusqu’à présents sur les 
différents types de cellules hématopoïétiques chez l’homme et la souris à partir des données 
extraites d’une revue récente (Ratajczak, 2008). 
 
Phénotypes Assays
 
 
Figure 20 : Les caractéristiques phénotypiques des cellules hématopoïétiques et les 
méthodes d’identification utilisées. 
 
Les approches CRU et SRC sont utilisées pour étudier la capacité de reconstitution des CSH. 
LTC-IC et CAFC permettent d’identifier des populations de progéniteurs très primitifs. Les 
HPP-CFC et les essais de clonogénicité sont utilisés pour détecter des progéniteurs 
multipotents primitifs (comme CFU-GEMM) ou des progéniteurs oligopotents (e.g. CFU-M, 
BFU-E, CFU-Mk et CFU-E). Les cellules périphériques matures sont identifiées grâce à leurs 
propriétés morphologiques et fonctionnelles et la présence d’antigènes spécifiques.  
 
CRU= Competitive Repopulating Unit ; SRC= SCID Repopulating Cell (mouse) ; LTC-IC= Long-Term Culture-
Initiating Cells ; CAFC= Cobblestone Area-Forming Cells ; HPP-CFC= High Proliferative Potential-Colony 
Forming Cells ; CFU-GEMM= Colony Forming Unit-Granulocyte, Erythrocyte, Macrophage, Megakaryocyte. 
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I. Introduction de l’article 2 
Afin d’obtenir une synthèse objective des données épidémiologiques concernant la relation 
entre l’exposition professionnelle aux pesticides et l’apparition de cancers hématopoïétiques,  
nous avons réalisé une méta-analyse d’études cas-témoins en collaborant avec une équipe de 
statisticiens de l’Unité ESR à l’INRA de Toulouse (Mme Raynal H. et M. Cahuzac E.). 
 
II. Matériels et méthodes 
Nous décrirons brièvement dans ce paragraphe les critères de sélection des articles analysés 
ainsi que les méthodes de calculs statistiques effectués. Les détails sur les matériels et 
méthodes sont présentés dans l’article 2.  
Nous avons effectué sur « Pubmed » une recherche des études bibliographiques portant sur 
la relation entre l’exposition professionnelle aux pesticides (agriculture, emploi dans des 
industries de produits phytosanitaires) et l’incidence des cancers hématopoïétiques en utilisant 
certains mots clés (tels que : hematopoietic cancer, lymphoma, non-Hodgkin lymphoma, 
leukemia, myelodysplastic syndromes, pesticides, occupational exposure, agriculture, farmers, 
epidemiology). Nous avons choisi de réaliser la méta-analyse sur uniquement des études cas-
témoins qui étaient les plus abondantes dans la littérature. Ensuite, nous avons défini les 
critères d’inclusion et d’exclusion afin de garder uniquement les études qui présentaient les 
éléments suivants : 
• articles publiés entre 1990 et 2005, 
• dans des journaux à comité de lecture internationale, 
• rédigés en anglais, 
• portant sur des adultes (mâles et/ou femelles, en vie) exposés professionnellement aux 
pesticides (agriculteurs, employés dans des firmes de production), 
• portant sur tous les types de maladies hématopoïétiques (leucémies, lymphomes, 
myélomes, ...). 
Par contre nous avons exclu tous les articles de types lettres à l’éditeur, commentaires, ou 
revues, ainsi que les articles qui n’étaient pas publiés en anglais. De plus, les études portant 
sur des expositions accidentelles ou sur des personnes décédées ainsi que celles dans 
lesquelles il n’y avait pas suffisamment de données (par rapport à la méthode utilisée, au 
nombre de cas et témoins exposés ou non, paramètres pris en considération dans l’estimation 
du risque, ...) étaient également exclues de l’analyse. 
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Après application des critères d’inclusion et d’exclusion, nous avons obtenu 13 études cas-
témoins conduites dans différents pays (états américains, Australie, Italie, Canada et Suède). 
Une fois les études sélectionnées, les données les plus intéressantes ont été récapitulées sous 
forme de tableau. Ensuite, l’homogénéité entre les études a été examinée afin de déterminer la 
méthode statistique la plus appropriée pour faire la méta-analyse, via un calcul de la constante 
Q de Cochran (Woolf’s homogeneity chi-squared statistic). Suite à l’observation d’une 
hétérogénéité entre les études, nous avons utilisé  un « modèle aléatoire » (random effect 
model) pour calculer le risque (odd ratio, OR) total ou pooled-OR et son intervalle de 
confiance (IC).  
La réalisation d’un funnel plot asymétrique associé à deux méthodes statistiques (Begg and 
Mazumdar, 1994; Egger et al., 1997) a permis de confirmer la présence d’un biais de 
publication. Nous avons ensuite utilisé la méthode « trim and fill » pour corriger ce biais et 
déterminer son influence sur le risque global calculé. Enfin, différentes sources possibles 
d'hétérogénéité (e.g, les caractéristiques propres à l’étude (région géographique, sexe des 
personnes incluses, ...), les types de maladies et de pesticides étudiés, la durée d’exposition, 
...) ont été également recherchées par les techniques de méta-régression et de stratification 
(analyse de sous-groupes de variables) (Cf. Matériels et méthodes de l’article 2).  
 
III. Résultats  
Les 13 articles inclus dans notre étude nous ont permis d’analyser 44 valeurs d’odds ratio. 
Nos résultats montrent que l’exposition professionnelle aux pesticides est associée à une 
augmentation de 33% du risque de développement de cancers hématopoïétiques (overall-
OR=1,33 ; 95% IC : 1,19-1,49). Plus spécifiquement, l’analyse des études après stratification 
en fonction de trois groupes de cancers hématopoïétiques (lymphomes non hodgkiniens (LNH 
ou NHL), leucémies, et myélomes multiples), a montré que seul le risque de développer des 
lymphomes non hodgkiniens était significativement augmenté de 35% dans les populations 
professionnellement exposées aux pesticides (OR= 1,35 ; 95% IC : 1,17-1,55). Bien qu’une 
augmentation du risque fût observée avec les deux autres types d’hémopathies, les valeurs 
n’étaient pas significatives. D’autre part, les résultats obtenus, par l’intermédiaire de la méta-
régression, mettent en évidence un risque plus particulièrement élevé pour des durées 
d’exposition supérieures à 10 ans. En conclusion, ces premiers résultats permettent de 
considérer l’exposition professionnelle aux pesticides (sans distinction de catégories ou de 
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familles de produits phytosanitaires) comme étant un facteur de risque dans le développement 
de cancers hématopoïétiques.  
 
IV. Article 2:  
Occupational exposure to pesticides and risk of hematopoietic cancers: 
 meta-analysis of case–control studies 
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Occupational exposure to pesticides and risk of hematopoietic
cancers: meta-analysis of case–control studies
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Abstract
Objective In this study we conducted a meta-analysis of
13 case–control studies that examined the occurrence of
hematopoietic cancers in pesticide related occupations in
order to undertake a qualitative and quantitative evaluation
of a possible relationship.
Methods Pubmed databases were searched for case–
control studies published between 1990 and 2005 investi-
gating the relation between hematopoietic cancers and
occupational exposure to pesticides. Fixed and random
effect meta-analysis models were used depending on the
presence of heterogeneity between studies.
Results The overall meta-odds ratio obtained after pool-
ing 44 ORs from 13 studies was 1.3 (95% CI: 1.3–1.5). We
realized stratified analysis on three different types of
hematopoietic cancers (non-Hodgkin lymphoma (NHL),
leukemia and multiple myeloma). A significant increased
risk of NHL was found (OR = 1.35; 95% CI = 1.2–1.5).
Moreover, increased risks of Leukemia (OR = 1.35; 95%
CI = 0.9–2) and multiple myeloma (OR = 1.16; 95% CI =
0.99–1.36) were also detected but these results were not
statistically significant. Significant heterogeneity existed
among the different studies and a publication bias was
detected. Therefore, a meta-regression was carried out. Our
results showed that a long period of exposure (more than
10 years) provided an increase in the risk of all hemato-
poietic cancers and for NHL by fractions of 2.18 (95% CI =
1.43–3.35) and 1.65 (95% CI = 1.08–2.51), respectively.
Conclusions: The overall meta-odds ratio suggests that
there is a significantly positive association between occu-
pational exposure to pesticides and all hematopoietic
cancers as well as NHL. A major limitation of our meta-
analysis is the lack of sufficient data about exposure
information and other risk factors for hematopoietic cancer
(genetic predisposition, ethnic origin, immunodepres-
sion…). In addition, data concerning specific subtypes of
hematopoietic cancers are often confusing. Thus, future
epidemiological studies should undertake a major effort to
assess the identity and the level of pesticides exposure and
should control for the most likely potential confounders.
Keywords Pesticides  Professional exposure 
Hematopoietic cancers
Background
Hematopoietic malignancies are a heterogeneous group of
blood disorders that originate in the bone marrow and
lymph nodes and are often systemic at diagnosis. The three
major groups of hematological malignancies are lympho-
mas, leukemia, and multiple myeloma (MM). Lymphomas
include non-Hodgkin’s lymphomas (NHL) and Hodgkin’s
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disease (HD) with four histological subtypes [1]. The non-
Hodgkin’s lymphomas are divided into B-cell and T-cell
neoplasms based on histologic characteristics. The most
common types of NHL are diffuse large B-cell lymphoma
(30–40% of lymphomas in western countries) and follicular
lymphoma (20–30%) [2]. Four main types of Leukemia are
distinguished: acute lymphoblastic (ALL), acute myelo-
blastic (AML), chronic lymphocytic (CLL), and chronic
myelocytic leukemia (CML) [1]. Another type of blood
disorder is myelodysplastic syndromes (MDS) which are a
heterogeneous group of stem cell malignancies with an
increased risk of transformation into acute myeloid leuke-
mia (10–40%) [3]. The etiology of these malignancies is
still largely unknown. Viral infections (Epstein-Barr virus,
human herpesvirus 8) [4, 5], and some genetic and envi-
ronmental factors (organic solvents including benzene,
ionizing radiation and low frequency electromagnetic fields
exposure) have been suggested as established causes of
leukemia, lymphoma, and multiple myeloma [6–9]. How-
ever, these known risk factors only explain a small
proportion of cases of hematopoietic malignancies. Occu-
pational exposure to chemicals, such as petrol and diesel
vapors, exhaust gases, metals, solvents, and pesticides, has
been established as risk factors for MDS [10]. The maps for
leukemia in various countries in particular the USA, sug-
gest a role for certain factors associated with the
agricultural environment as high rate areas of leukemia did
not include the cities [11]. In addition, employment in farm
related occupations has consistently been suggested as a
risk factor for myeloma [12].
According to Weisenburger [13], pesticide exposure
may have both acute and chronic effects on health. Acute
effects in pesticide users, including neurotoxicity, organ
damage, irritation, chemical burns, for example, are well
documented and could be specifically attributed to different
classes of compounds [14, 15]. Chronic toxicity associated
with pesticide exposure such as endocrine disruption or
immunotoxicity, immunological abnormalities, adverse
reproductive and developmental effects, and neurodegen-
erative diseases, has also been reported but remains to be
explored [16–18]. In addition, several studies have sug-
gested that pesticide exposure, independently or in synergy
with other risk factors, may be associated with several
types of cancer (cancers of lymphatic and hematopoietic
system, skin, soft tissue sarcoma, lip, prostate, brain, and
stomach cancer). Indeed, insecticides, herbicides, and
fungicides could be associated with various cancers
including those of the hematopoietic system (leukemia,
non-Hodgkin lymphoma, and multiple myeloma) [11, 19–
21]. Findings across epidemiological studies that evaluated
the risk of NHL among farmers are heterogeneous. In a
meta-analysis of 14 studies, Blair et al. [22] reported no
significant association between farming and NHL, whereas
two other meta-analysis [23–24] reported a significant
positive association.
The aim of our study was to perform a meta-analysis
of case–control studies in order to clarify the possible
relationship between occupational exposure to pesticides
and each group and subgroup of hematopoietic neo-
plasms (leukemia, non-Hodgkin lymphoma, multiple
myeloma, and myelodysplastic syndromes). The subjects
considered as being potentially exposed to pesticides at
work were agricultures, farmers, or employees in chem-
ical industries.
Materials and methods
Study identification
We searched Pubmed databases for studies examining the
association between hematopoietic cancers and exposure to
pesticides. The search strategy used several combinations
of the following keywords: hematopoietic cancer,
lymphoma, non-Hodgkin lymphoma, leukemia, myelo-
dysplastic syndromes, pesticides, occupational exposure,
agriculture, farmers, and epidemiology. Publications that
were not found online were obtained by e-mailing the
authors or requested by the Central Documentation Unit
(INRA, Versailles-Grignon). We also checked the refer-
ence lists of relevant publications for case–control studies
treating with occupational exposure to pesticides and
hematopoietic cancers.
Study selection
This study is a meta-analysis of case–control studies. In
order to select the studies, we defined inclusion and
exclusion criteria. Studies were included in the analysis
when they complied with the following inclusion criteria:
• Articles published in peer reviewed journals;
• In English;
• Published between 1990 and 2005;
• Studies in adult men or/and women;
• Including any type of hematopoietic malignancies
(Leukemia, multiple myeloma, and non-Hodgkin
lymphoma);
• Referring to occupations with a potential risk of
exposure to pesticides.
Studies were excluded if they:
Were not published in English;
Did not report original results (reviews, letters, and
comments);
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Did not provide sufficient data (lack of information
about the number of cases and controls or about the
method used);
Included only deceased individuals or data resulting
from accidental exposures.
The subjects considered as being potentially at risk
through occupational exposure to pesticides had either
agricultural or non-agricultural occupations. Agricultural
occupational groups included farmers, farm workers,
agricultural workers and pesticide applicators, pesticide
mixers and loaders and farm residents. Non-agricultural
pesticide exposures included employments with a high
probability of exposure to pesticides such as chemical
industries. Although the included articles were published
between 1990 and 2005, they concern cancer cases that
were diagnosed between 1979 and 2003 that could be
related to exposures in the 1970s. We avoided cancers that
appeared earlier as the pesticides used, the type of pro-
tection and the agriculture practices have evolved
considerably since 1970. Furthermore, when the study
included only deceased individuals, the questions con-
cerning the type and period of exposure were answered by
friends or a next-of-kin. We therefore tried to include
studies where the exposed persons were interviewed
directly. In addition, our aim was not to study the acute
effect of pesticide overdoses; we therefore chose not to
include articles concerning accidental exposures. More-
over, in order to focus our investigation on pesticides as
possible contributing factors, we selected articles con-
cerning not only agricultural pesticide users in a farm
(because farmers are also exposed to dust, animals, and
fertilizing agents) but also pesticide applicators, and
industrial workers.
Data extraction
Once the full text papers of the selected studies were
available, two authors separately read the reports and
independently created an abstract form of the most relevant
information provided (number of cases and controls in each
study, occupation, pesticides used, exposure levels and
frequency, types and sub-types of hematopoietic malig-
nancies, Odds ratio estimates with their 95% confidence
intervals, …). The results of this work were compared and
reconciled by the two authors prior to the meta-analysis,
they were then tabulated in a data extraction form (Tables 1
and 2).
In some cases we chose overall farming activity rather
than specific activities on the farm. Nonetheless, we tried to
exclude odds ratio estimates for animal husbandry workers
and for exposure due to animal pesticides in order to reduce
the risk related to animal viral infections that can have an
impact on the development of some types of hematopoietic
cancer. In addition, we included data resulting from further
stratifications, e.g., level or duration of exposure, types of
pesticides used and exposure group when sufficient infor-
mation was provided. As a consequence, in each study we
had more than one Odds ratio estimate to take into
consideration.
Data analysis
Statistical pooling
For each study, more than one odds ratio (OR) estimates
and their confidence intervals (CI) were provided by the
authors (Table 2), but the statistical method that was used
varied from one study to the next. In order to calculate the
pooled OR estimate and its CI we first used a fixed-effect
model (Mantel and Haenszel method [25]). As the homo-
geneity hypothesis appeared to be irrelevant, we worked
with a random-effect model. The estimation was done
according to the DerSimonian and Laird method [26]
(Table 3). For each model, a test for overall effect was
performed. The p values showed for both cases, a signifi-
cant effect of pesticide exposure on cancer risk.
In the Mantel-Haenszel [25] fixed-effect model the
estimated pooled OR h^ equals:
h^ ¼P hixi=
P
xi with hithe odds ratio for the ith study
and its weight xi = bici/Ni
Because of the heterogeneity of our studies, the random
effect model is more appropriate. Using this model, the
estimate of the pooled effect measure and its CI incorporate
the additional variability due to inter-study variance (s2).
As detailed by DerSimonian and Laird [26], an estimator of
s2 is defined as s^2 ¼ max 0; ½Q  ðK  1Þ=Pxi½f
ðP ðx2i ÞÞ=
P
xig where Q ¼
P
wih^
2
i  ðwih^iÞ2=
P
wi and
K represents the total number of studies.
In the DerSimonian and Laird method [26], the esti-
mated pooled OR h^ equals:
h^ ¼P hixi =
P
xi with hithe odds ratio for the ith study
and its weight wi ¼ va^rðh^iÞ þ s^2
 1
Evaluation of homogeneity
The first step was to determine the homogeneity among the
studies. The test for this hypothesis is based on a Cochran
Q statistical test with a degree of freedom equal to the
number of studies minus one and tests the null hypothesis
that the intra-study estimates of odds ratio are homogenous
across all the studies.
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The p value (we considered statistically significant a p\
0.05) for this statistical value indicates the presence or not
of a heterogeneity between the studies. In the case of
heterogeneity a random-effect model (DerSimonian and
Laird [26]) has to be used to estimate the pooled OR and its
CI.
In order to investigate possible sources of heterogeneity,
two different methods were used: meta-regression and
stratified analysis. Several meta-regressions were per-
formed to analyze associations between exposure effect
and study characteristics. The two methods consist in
introducing one or several covariates in the meta-analysis
in order to control the heterogeneity between studies. We
stratified our data into three groups of hematopoietic
malignancies (non-Hodgkin lymphoma (NHL), Multiple
myeloma (MM), Leukemia) and we constructed a list of
variables believed to influence the development of each
group and subgroup of these neoplasms (myelodysplastic
syndromes (MDS), B-Cell NHL, T-Cell NHL …). We
defined two lists of covariates. The first ones concern
exposure parameters: duration of employment for occupa-
tional exposures (long period if exposure exceeds ten years,
short period otherwise), type of products (pesticides, her-
bicides, and insecticides) and the type of chemical
substance when provided. The second ones concern the
study characteristics: sex, geographical location, and date
of publication. Source of heterogeneity was considered
important if stratification for that source did markedly
decrease the inter-study variance.
Publication bias
Publication bias is known to occur in meta-analysis as
studies with results that are significant, interesting, from
large well-funded studies, or of higher quality are more
likely to be submitted, published, or published more rap-
idly than work without such characteristics. A meta-
analysis based on a literature search will thus include such
studies differentially, and the resulting bias may invalidate
the conclusions. In order to assess publication bias, we
explored the effect of the study size by plotting the natural
logarithm of the estimator of OR (ln OR) versus its stan-
dard error (SE). Publication bias is characterized by an
asymmetry in the funnel plot. We used two common sta-
tistical methods to assess funnel plot asymmetry. The
method of Begg and Mazumdar [27] proposes an adjusted
rank correlation method to examine the association
between the effect estimates and their variances or standard
errors. The Egger et al. [28] approach is a linear regression
method where the standard normal deviate (defined as the
odds ratio divided by its standard error) is regressed against
the estimate’s precision (defined as the inverse of the
standard error). The intercept provides a measure of
asymmetry: the larger its deviation from zero, the more
pronounced the asymmetry. We used the Duval and
Tweedie [29] non-parametric ‘‘trim and fill’’ method of
accounting for publication bias in meta-analysis. The
method, a rank-based data augmentation technique, for-
malizes the use of funnel plots, estimates the number and
Table 3 Pooled-ORs estimates: This table shows the results of the estimates of pooled-OR and 95% CIs for all hematopoietic malignancies and
for every type of cancer before and after correction with ‘‘Trim and Fill method’’
All hematopoietic
malignancies
NHL Leukemia Multiple myeloma
Overall-OR (95% CI) 1.33 (1.19–1.49) 1.35 (1.17–1.55) 1.35 (0.91–2) 1.16 (0.99–1.36)
Between-studies variance t2 0.06 0.07 0.16 0.02
Test for Heterogeneity Q statistics 91.43 60.82 19.49 9.78
p value 0.00 0.00 0.00 0.28
Test for overall effect OR = 1 z 4.91 4.16 1.5 1.87
p value 0.00 0.00 0.13 0.06
Overall-OR (95% CI) after trim and filled method 1.15 (1.02–1.31) 1.21 (1.03–1.42) – 1.12 (0.96–1.30)
Between-studies variance t2 0.11 0.12 – 0.02
Test for Heterogeneity Q statistics 159.20 97.64 – 14.38
p value 0.00 0.00 – 0.28
Test for overall effect OR = 1 z 2.22 2.39 – 1.4
p value 0.03 0.02 – 0.16
The heterogeneity Cochran Q test is useful in order to choose the appropriate model to calculate pooled-ORs. In the cases of heterogeneity
(p\0.05), pooled-ORs were calculated according to the random effect model estimated by the DerSimonian & Laird method (all hematopoietic
malignancies, Leukemia, and NHL). Fixed effect model (Mantel and Haenszel method) was used to calculate pooled-OR and 95% CI for
multiple myeloma (p = 0.28, no heterogeneity). In order to test the overall effect, z and p values for normal density were calculated. As detailed in
DerSimonian & Laird, tau squared (t2) estimated the inter-studies variance. When a publication bias was detected the pooled-ORs were
recalculated after correction by the ‘‘Trim and Fill method.’’ Heterogeneity between the studies persisted after correction of the publication bias
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outcomes of missing studies, and adjusts the meta-analysis
to incorporate the theoretical missing studies.
Software
All analyses were conducted using Stata version 9 SE
(Stata Corporation, PC). Stata is a complete integrated
statistical software which provides many functions neces-
sary to perform meta-analysis and to deal with publication
bias [30].
Results
A total of 36 case–control studies examining the relation-
ship between exposure to pesticides and hematopoietic
cancer were found [3, 9, 12, 31–64]. One study [31], was
excluded because the data included unseparately both dead
and living cases, one study [32], was excluded because data
was not specifically limited to hematopoietic cancers, one
study [33] was in Italian, 18 studies [9, 34–50] were
eliminated because of insufficient data (number of cases or
controls not provided, unclear results, unclear method used
for the study, …), one study [51] was a review, one study
[52] provided data included in another study [49] and one
study included only accidental exposure of farm resident
cases [53]. Overall, only 13 studies were included in our
meta-analysis [3, 12, 54–64] Some of these studies pro-
vided detailed data about type and level of exposure or type
of pesticide used, we therefore had a total of 44 data
(estimates of ORs) to include in our meta-analysis (Tables
1 and 2). Meta-analysis were first performed on all hema-
topoietic neoplasms pooling together all the 44 author’s
OR’s in order to have a global idea about the overall effect
then we did stratification analyses to study the correlation
between professional exposure to pesticides and every type
of cancer independently, citing non-Hodgkin lymphoma,
multiple myeloma and leukemia. Most of the studies
included in the analysis were restricted to non-Hodgkin
lymphoma (six studies) [54–56, 58, 61, 62]. Two studies
were restricted to multiple myeloma [12, 57], two to
myelodysplastic syndromes [3, 63] and three to leukemia
[59, 60, 64]. One study was restricted to females who had
occupations with potential exposure to pesticides [54] four
to male workers [3, 55, 56, 57], five studies show data of
both male and female workers [12, 58, 60, 62, 63] and two
studies presented independent estimates of ORs and 95%
CI according to the sex of the exposed person [59, 61].
Among the included data (44 extracted estimates of risk
assessment) (Tables 1 and 2), 66% (29 assessments) are
from the USA [45–50], 14% (six assessments) are from
Australia [52], 16% (seven assessments) are from Europe
[51, 44] and 4% from China (two assessments). In all
studies, exposure assessment had been performed from
questionnaire-based interviews or questionnaire mailings
followed in some cases by phone calls. Information about
work history and occupational exposure to pesticides were
collected. Case subjects were chosen from cancer registers
or from hospitals periodic surveys and controls were
selected from the general population by random digital
dialing or from voter’s lists or health care files.
Occupational exposure and incidence of all types
of hematopoietic cancers
We have binary outcomes where the event concerns the
development of hematopoietic cancer. Tables 1 and 2 show
the authors odds ratios for each study. The range of OR is
0.6–18.2. Seven OR estimates report a negative association
but the effect is not significant. Among the data that report
a positive association, only nine have a 95% CI that doesn’t
include one, so we can conclude that these studies show a
positive significant association. Nonetheless, a descriptive
analysis does not show a clear effect of pesticides and our
meta-analysis is helpful in summarizing these 44 data and
calculating an average OR.
A meta-analysis with a fixed effect model using the
method of Mantel and Haenszel [21] was performed. The
test was carried out using the Cochran Q statistics in order
to test the homogeneity among the studies. The results are
presented in Table 3. It produces a Q value of 91.43 with
43 degrees of freedom (p = 0.000) demonstrating a strong
heterogeneity. As a consequence, the hypothesis of an
identical effect for all the studies was rejected, and to take
into account this lack of homogeneity, the analyses have
been performed with a random model (DerSimonian &
Laird [22]). The results are presented in Table 3 and Fig. 1.
Both the output and the graph show that pesticide exposure
during occupational activity increases the incidence of
hematopoietic malignancies. The pooled OR was 1.3 (95%
CI = 1.2–1.5). The estimated inter-studies variance r2 is
0.06. In order to explain this heterogeneity we have first
explored publication bias then we realized stratified anal-
yses and meta-regression using covariates available for
each type of cancer.
The asymmetry of the funnel plot obtained in Fig. 2 and
confirmed by Begg and Mazumdar [23] (Kendall’s tau z =
2.01, p [ z = 0.04) and by the Egger et al. statistical
analysis [24] (bias = 1.2, 95% CI = 0.4–2, p = 0.004) is a
characteristic of publication bias. In order to correct this
publication bias, we applied the ‘‘trim and fill method’’
[25] which consists in guessing the number of studies
presuming missing, and adjusts meta-analysis to incorpo-
rate this imputed missing data (as explained in paragraph
Cancer Causes Control (2007) 18:1209–1226 1217
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publication bias in Section ‘‘Materials and methods’’). To
make the funnel plot symmetric, this method added 13
presuming missing studies. The odds ratio decreased from
1.3 (95% CI = 12–1.5) to 1.15 (95% CI = 1.02–1.31) but
the results are robust (Table 3). The previous conclusion
concerning a positive association between the use of pes-
ticides in occupational activities and the development of
hematopoietic cancer is still relevant (a statistically sig-
nificantly positive OR with p = 0.000). Besides, the
heterogeneity test is still significant. Meta-regression was
used to investigate possible sources of heterogeneity. We
constructed a list of the variables that are thought to
influence the development of hematopoietic cancers:
duration of employment, (long period if exposure exceeds
10 years), class of products (fungicides, herbicides, and
insecticides) and type of the chemical used, sex of cases,
geographical location, and date of publication (data not
shown). Some of these different variables were not avail-
able for all the publications (duration of employment, type
of pesticide used), so we performed metaregression only on
studies that provided information on covariates.
A source of heterogeneity was considered important if
meta-analyses regression for that source did markedly
decrease the inter-study variance. The results are shown in
Table 4. Some covariates appear to be significant: duration
of exposure and geographical location seem to be possible
reasons for heterogeneity.
With this meta-regression, the inter-studies variance is
reduced from 0.06 to 0.01. The coefficients are presented in
Table 4, can be interpreted as the estimated increase in the
log odds ratio. For example, in Table 4, for the variable
‘‘long period exposure’’, the value 0.78 represents the
increase of log OR which means that a long period of
exposure increases the risk of hematopoietic cancer by a
factor of 2.18 (exponential (0.78)) (95% CI = 1.43–3.35).
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Fig. 2 Analysis of publication bias for all hematopoietic cancers
using funnel plot. Studies log (ORs) are represented versus their
standard errors according to Begg’s method. This figure shows the
asymmetry of the funnel plot before correction of the publication bias
by the trim and fills method as described in Section ‘‘Materials and
methods’’
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Fig. 1 Forrest plot of all
studies. Representation of
pooled OR and its 95% CI for
all hematopoietic cancers
according to a random model as
described in Section ‘‘Materials
and methods’’
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For the variable geographical location, the meta-regression
showed that the incidence of hematopoietic cancers after
pesticides exposure is increased by a factor of 1.55
(exponential (0.44)) in Europe compared to other countries
included in our study (95% CI = 1.21–1.99).
Occupational exposure and incidence of non-Hodgkin
lymphoma
A meta-analysis concerning occupational exposure to
pesticides and NHL incidence was performed. 28 data were
available for this type of hematopoietic neoplasm. Both the
output and the forrest plot (Fig. 3) show that there is a clear
effect of pesticide exposure during occupational activities
on NHL incidence. The results of Cochran Q statistics
(Table 3) showed that an heterogeneity exists between the
studies so a random effect model was used to calculate the
meta-OR and it’s 95% CI. The pooled OR was 1.35 (95%
CI = 1.2–1.5). The estimated inter-studies variance r2 is
0.07. As described above, we have first explored publica-
tion bias then we realized meta-regression using available
covariates.
The asymmetry of the funnel plot obtained in Fig. 3 and
confirmed by Begg and Mazumdar [23] (Kendall’s tau z =
1.8, p[z = 0.07) and by the Egger et al. statistical analysis
[24] (bias = 1.3, 95% CI = 0.1–2.5, p = 0.03) is a char-
acteristic of publication bias. In order to correct this
Table 4 Meta-regression: Covariates coefficients are estimations of log OR and are associated with the p value and the 95% CI
Covariates All hematopoietic cancers NHL Leukemia
Coeff p [ z 95% CI Coeff p [ z 95% CI Coeff p [ z 95% CI
Long period 0.78 0.000 0.36–1.21 0.50 0.02 0.08–0.92 – – –
Short period or duration not mentioned Ref – – Ref – – – – –
Europe 0.44 0.001 0.19–0.69 – – – – – –
Rest of the world Ref – – – – – – – –
Subtype of cancer (myelodysplastic syndromes) – – – – – – 1.09 0.00 0.51–1.67
A significant positive association will have a log OR exceeding 0 and the CI will not contain 0. The covariate ‘‘long period’’ exposure shows an
effect for all hematopoietic malignancies and for NHL but no significant effect was obtained for multiple myeloma and leukemia. The covariate
‘‘Europe’’ appears only in the case of all hematopoietic cancers. When we preformed meta-regression taking into account the covariate ‘‘subtype
of cancer’’ we observed that an effect appeared only in the case of leukemia and for the subtype myelodysplastic syndromes
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Fig. 3 Forrest plot of studies
concerning non-Hodgkin
lymphomas. Representation of
pooled-OR and its 95% CI for
NHL according to a random
model as described in Section
‘‘Materials and methods’’
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publication bias the ‘‘trim and fill method’’ added six
presuming missing studies. The odds ratio decreased from
1.35 (95% CI 1.2–1.5) to 1.2 (95% CI 1–1.4) indicating
that a positive association between the use of pesticides in
occupational activity and the development of NHL is still
relevant. Besides, the heterogeneity test is still significant.
As described above, meta-regression was used to investi-
gate possible sources of heterogeneity. The results showed
that the variable ‘‘long period of exposure’’ increased sig-
nificantly the NHL risk by a factor of 1.65 (exponential
(0.5)) (95% CI = 1.08–2.51, p \ 0.05) (Table 4).
Occupational exposure and incidence of Leukemia
A meta-analysis concerning occupational exposure to
pesticides and leukemia incidence was performed on seven
data included in our study. Results are presented in Table 3
and Fig. 4. The results of Cochran Q statistics (Table 3)
showed that there is heterogeneity between the studies so a
random effect model was used. The estimated inter-study
variance r2 is 0.16. The pooled OR was 1.35 (95% CI =
0.9–2) suggesting that occupational exposure to pesticides
may increase the risk of Leukemia. However, the correla-
tion did not show a statistical significance (p = 0.133). As
described above, we have first explored publication bias
then we realized meta-regression using available covari-
ates. No publication bias was assessed for this type of
cancer (Kendall’s tau z = 1.8, p [ z = 0.453; Egger’s test
bias = 0.89, 95% CI = –2.2 - 4, p = 0.493).
Meta-regression was used to investigate possible sources
of heterogeneity (Table 4). The results show that myelo-
dysplastic syndromes incidence is the most related subtype
of leukemia to pesticides exposure. The risk is increased by
a factor of 2.97 (exponential (1.09)) (95% CI = 1.67–5.31, p
\ 0.05) (Table 4).
Occupational exposure and incidence of multiple
myeloma
A meta-analysis concerning occupational exposure to pes-
ticides and multiple myeloma was performed. Nine data
were analyzed. Results are presented in Table 3 and Fig. 5.
The results of Cochran Q statistics showed that there is no
heterogeneity between the studies (p = 0.281) so a fixed
effect model was used. The pooled OR was 1.16 (95% CI:
0.99–1.36), which means that occupational exposure to
pesticides may increase multiple myeloma but this result
did not show a statistical significance (p = 0.06). The esti-
mated inter-studies variance r2 is 0.02. As described above,
we have first explored publication bias then we realized
meta-regression using the same covariates as above.
The asymmetry of the funnel plot obtained in Fig. 5 and
confirmed by Begg’s test (Kendall’s tau z = 1.04, p [ z =
0.3) and by the Egger’s test (bias = 1.25, 95% CI = 0.13–
2.37, p = 0.03) indicated the existence of a publication bias.
In order to correct this publication bias the ‘‘trim and fill
method’’ added four presuming missing studies. The odds
ratio decreased from 1.16 (95% CI: 0.99–1.36) to 1.12
(95% CI = 0.96–1.30). A positive association between the
use of pesticides in occupational activity and the devel-
opment of multiple myeloma is still relevant but not
significant (p = 0.162). Besides, the heterogeneity test is
still insignificant (p = 0.230).
Meta-regression did not show a significant correlation
between the covariates controlled and the risk of multiple
myeloma [27].
Discussion
Hematopoietic cancers account for nearly 10% of all can-
cers related deaths in Europe and the USA [1, 65]. The
three major groups of hematologic malignancies are lym-
phomas, leukemia, and multiple myeloma. Lymphomas
originate in the lymphoid system. The two primary types of
lymphomas are Hodgkin’s lymphoma and non-Hodgkin’s
lymphoma (NHL) which is the most well documented
haematopoietic disease (for review see Ref. 66). The
incidence of NHL largely varied during the last 30 years.
Indeed, this malignancy has shown a large increasing
incidence in many western countries during the second half
of the 20th century. According to the Surveillance, Epi-
demiology, and End Results (SEER) program (2003) the
annual percentage of this malignancy in the US was +3%
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Fig. 4 Analysis of publication bias for non-Hodgkin lymphomas
using funnel plot. Studies log (ORs) are represented versus their
standard errors according to Begg’s method. This figure shows the
asymmetry of the funnel plot before correction of the publication bias
by the trim and fills method as described in Section ‘‘Materials and
methods’’
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(p\0.05) during 1973–1990 and +1.6% during 1990–1995
[67]. This striking increase in NHL rates was not limited to
the US but was also observed in the European Union (EU)
and Japan [68]. The increasing incidence of NHL since
1973 clearly leveled off during the 1990s in many Euro-
pean countries and in the US (the SEER program (2003))
[67]. Leukemia is a cancer of the bone marrow and blood
that can be acute or chronic. The two primary types of
leukemia are lymphocytic leukemia, which involves an
increase of white blood cells called lymphocytes; and
myelogenous leukemia (also known as myeloid or myelo-
cytic leukemia), which involves an increase in white blood
cells called granulocytes [65]. The number of new cases of
leukemia diagnosed each year in the US increased steadily
from 1975 to 2002, by 0.2% per year [65]. Myeloma is a
cancer of the plasma cells that overgrow, forming a mass,
or tumour located in the bone marrow. Incidence of mye-
loma in the US increased by 0.9% per year from 1975 to
2002 [65].
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Fig. 5 Forrest plot of studies
concerning leukemia. Pooled-
OR and its 95% CI for the
incidence of leukemia were
calculated according to a
random model as described in
Section ‘‘Materials and
methods’’
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Fig. 6 Analysis of publication bias for studies concerning leukemia
using funnel plot. Studies log (ORs) are represented versus their
standard errors according to Begg’s method. No publication bias was
detected for these studies
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Fig. 7 Forrest plot of studies
related to multiple myeloma.
Representation of pooled-OR
and its 95% CI for multiple
myeloma according to a fixed
model as described in Section
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Hematopoietic cancers are a heterogeneous group of
multifactorial diseases with contributions from genetic,
environmental, and lifestyle factors [69]. Drug chemo-
therapy, viral infections, benzene or radiation are already
known to be involved at least in part in the incidence of
these pathologies [6, 70–75]. Moreover, some pollutants
like dioxine, PCB or pesticides have been often suggested
as possible etiological factors. Although concern about the
potential hazard of pesticides on human health has been
initiated by many epidemiological studies, no consistent
conclusion can be drawn and the risk of cancer upon pes-
ticides exposure is frequently discussed. The aim of the
present study was to perform a meta-analysis of the relation
between hematopoietic malignancies and occupational
exposure to pesticides (occupations as farming, agriculture
or high incidence exposure as pesticides manufacturers).
The originality of this study remains in taking into
consideration the different groups and subgroups of
hematopoietic neoplasms independently.
We first performed meta-analysis on all hematopoietic
cancers by pooling all the data (44 ORs), then, we analyzed
independently data concerning every type of hematopoietic
malignancy (NHL, leukemia, and multiple myeloma). Our
results showed a statistically significant increase in the risk
of all hematopoietic cancers and NHL (33% and 35%,
respectively). In addition, the incidence of Leukemia and
multiple myeloma was increased by 35% and 21.5%,
respectively, but these results were not statistically signif-
icant (p [ 0.05).
Pesticides have been repeatedly associated with a risk of
NHL and a recent study from Chiu et al. [76] showed that
insecticides and herbicides exposure was associated with
risk of a subtype of NHL. Moreover, our results are
consistent with several prior meta-analysis and reviews,
dealing with occupational exposure to pesticides and
hematopoietic malignancies. In a meta-analysis based on
six studies conducted in the central US, Keller-Byrne et al.
[23] reported a weak but significant elevation in NHL risk
(meta-RR = 1.4, 95% CI: 1.17–1.55) and in a subsequent
meta-analysis of 36 studies Khuder et al. [24] reported a
significant positive association (meta-RR = 1.10, 95% CI:
1.03–1.19). Some of the increase of NHL incidence from
1970 to 1990 was attributed to the human immunodefi-
ciency virus (HIV) epidemic and to the acquired
immunodeficiency syndrome (AIDS) related NHL [77].
Also viruses, especially Epstein-Barr virus (EBV), have
been postulated to be at least in part of etiologic signifi-
cance. However, this is not sufficient to explain entirely
this dramatic increase. Hardell et al. [67] found an inter-
action between EBV and exposure to immunotoxic
chemicals like polychlorinated biphenyls (PCBs), hexa-
chlorobenzene, chlordanes, and dioxins in the etiology of
lymphomagenesis with an attributable fraction of 25%. Our
results are in agreement with the hypothesis that the initial
large increase of NHL incidence and later stabilizing or
even decreasing incidence might be related to one or sev-
eral environmental agents like pesticides with decreasing
exposure of the population. Indeed, the highest exposure of
the population to persistent organic pollutants such as di-
oxins, chlorophenols, and PCBs occurred during the 1970s.
After that, the concentrations in the environment and thus
also in the food chain have declined, although the rate have
leveled off during the 1990s. In addition, use of synthetic
organic pesticides became widespread during the second
half of the 20th century [78] and the incidence of NHL also
increased during this time.
Although our results concerning the impact of pesticide
exposure on leukemia and multiple myeloma incidence did
not allow a firm conclusion, they are strengthened by many
studies. Indeed, in a recent systematic review, Van Maele-
Fabry et al. [79] have found an increased risk of myeloid
leukemia upon pesticide occupational exposure. In addi-
tion, prior meta-analysis [80, 81] showed a relationship
between farming and the occurrence of multiple myeloma.
Among the 44 data we have collected, some have inte-
grated important details such as the level, the frequency
and the duration of exposure among pesticide users, the
country, the sex of pesticides user and the hematopoietic
cancer type or subtype. As a consequence, in the present
study we were able to stratify our analysis after establish-
ing a list of variables thought to influence the development
of hematopoietic cancer. The results of our metaregression
analyses show, for example, that a long period of exposure
(that we defined as more than 10 years) results in an
increased risk of developing NHL by a factor of 1.65 (95%
CI = 1.08–2.51). Our results also showed that
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Fig. 8 Analysis of publication bias for multiple myeloma using
funnel plot. Studies log (ORs) are represented versus their standard
errors according to Begg’s method. This figure shows the asymmetry
of the funnel plot before correction of the publication bias by the trim
and fills method as described in Section ‘‘Materials and methods’’
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myelodysplastic syndromes (MDS), considered as a sub-
type of leukemia, had the most increased risk upon
occupational exposure to pesticides (an increase by a factor
of 2.97; 95% CI = 1.67–5.31). However, because our
results were based on small numbers of data additional
studies are necessary to clarify this point. Little is known
about the etiology of MDS and concomitant exposure to
other classes of toxic agents and genetic or lifestyle factors
may have influenced on these findings [3]. Some authors
have suggested that insecticides, herbicides or solvents
may act as genotoxic agents and exposure to these com-
pounds could be correlated with abnormal caryotype and
development of MDS and acute leukemia similar to
patients exposed to irradiation or alkylating drugs [82].
Our metaregression also shows that the correlation
between the use of pesticides and the incidence of all
hematopoietic neoplasms seems more pronounced in
Europe than in the USA, although only seven data in EU
were compared versus 29 in USA (risk was increased for
the covariate Europe by a factor of 1.55; 95% CI = 1.21–
1.99). The reason for this could be the type of active
compounds that are used, the working habits (protective
equipments) and the annually handled quantity in each
country. In general, the quantity of pesticides used in
these two parts of the world does not appear to be very
different but farming practices and pesticide use may
differ between countries and even between areas, which
means that the exposure varies and that the risk of
developing cancer is not the same. However, these details
were poorly documented in the epidemiological data.
Finally, when we tried metaregression analyses concern-
ing the two covariates year of publication and sex gender,
we did not find any relationship between these variables
and the risk of developing hematopoietic cancer in
exposed groups.
Differentiating the studies according to the chemical
classes of pesticides should provide an assessment of the
role of each chemical family on the incidence of
hematopoietic cancer. However, this information was not
well documented in our selected studies and we were not
able to identify the contribution of a particular pesticide
or group of pesticides as factors involved in an increase
of the risk of developing hematopoietic cancers. None-
theless, an association has been reported among workers
that are highly exposed to one type of pesticides. For
example, Acquavella et al. [83] showed a high risk was
observed in factory workers manufacturing the herbicide
Alachlor in Iowa (SIR 18.6). Furthermore, according to
the results of the Agriculture Health Study, exposure to
Diazinon has been related to an increased risk of
developing leukemia [84] and a relationship was
observed between Lindane and Chlordane/Heptachlor use
and the risk of NHL and leukemia, respectively [85]. In
a recent study investigating the association between
hematolymphopoietic malignancies and occupational
exposure to pesticides, a significant increase risk of NHL
was observed for subjects who were exposed to the
phenoxy-herbicide 2,4-dichlorophenoxy acetic acid
(2,4-D) [86].
Taking into account all the epidemiological data it is
important to note that the major limitation to date in
investigations on cancer among the agricultural population
is the lack of details regarding exposure assessment. In
order to improve investigations in this area, it will be
important to investigate whether analyses were based only
on the job title farmer, whether the risk of disease was
compared between farmers with radically different expo-
sure patterns, whether exposures were based on in-person
interviews (more real), whether the farmer had used the
same pesticides over the exposure period, which pesticide
had been applied to the field when they worked and whe-
ther the exposure could be qualified as high, medium or
low in terms of time spent on the job per year and in terms
of the quantity of pesticides handled per year with regard to
migrant or seasonal workers.
It is noteworthy that a lot of experimental studies have
shown an effect of some pesticides (such as Bisphenol A,
Heptachlor, Propanil, and some chlorinated pesticides) on
leukocytes maturation [87], on the differentiation of bone
marrow cells or human myeloblastic leukemia cells [88],
and on the development of human and murine progenitors
[89, 90]. Various studies have also demonstrated a geno-
toxic effect of some compounds (such as Lindane,
Azinphos, Mevinphos, and Fos-ethyl-aluminium) on the rat
or human hematopoietic system [91, 92]. Thus, experi-
mental data could confirm the risk associated with the use
of pesticides.
In conclusion, we found an increased odds ratio of 1.3
(95% CI = 1.2–1.5) for all hematopoietic cancers in pes-
ticide related occupations. These findings were
significantly positive when all types of hematopoietic
cancers were pooled and also for NHL. However, the
reviewed studies contained insufficient qualitative and
quantitative information on exposure in order to distinguish
the possible influence of pesticides from other occupa-
tional, environmental, lifestyle, or genetic factors. In
addition, data concerning specific subtypes of hematopoi-
etic cancers are often confusing. Thus, future
epidemiological studies should undertake a major effort to
assess the identity and the level of pesticides exposure and
should control for the most likely potential confounders.
Nevertheless, our result strengthens the suggestion that
exposure to a common compound, possibly pesticides, is a
causal factor.
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V. Discussion sur l’article 2 
L’objectif principal de ces travaux était d’effectuer une analyse objective d’un ensemble 
d’études épidémiologiques portant sur la relation entre l’exposition professionnelle aux 
pesticides et l’incidence des cancers hématopoïétiques. Les populations potentiellement 
exposées étaient représentées essentiellement par les agriculteurs mais également par les 
employés dans la filière industrielle susceptibles ou non d’avoir un contact direct avec les 
pesticides. Dans le groupe « agriculteurs » peuvent être désignés à la fois les travailleurs dans 
les champs (mélanger ou diffuser des pesticides) et ceux travaillant dans les fermes. 
Cependant ce dernier groupe de personnes exposées, désigné le plus souvent par « farm 
workers » ou « farmers », présentait pour nous un élément de confusion parce que cette 
population est aussi en contact avec les animaux et peut présenter d’autres facteurs de risque 
(virus) de développement de certaines hémopathies. De plus ces personnes sont également en 
contact avec des pesticides à usage non agricole tels que les produits chimiques utilisés pour 
protéger les animaux.  
Les résultats de cette méta-analyse ont notamment montré une augmentation de 33% du 
risque de développer des cancers hématopoïétiques dans l’ensemble des populations exposées 
professionnellement. Ces résultats viennent confirmer ceux obtenus par d’autres études (Blair 
et al., 1992; Khuder and Mutgi, 1997; Van Maele-Fabry et al., 2007) notamment en ce qui 
concerne le risque de développer plus particulièrement des NHL chez les populations 
exposées (Keller-Byrne et al., 1997; Khuder et al., 1998).  
Plusieurs éléments ont limité notre analyse. En particulier, les données fournies par les 
articles concernant l’évaluation de l’exposition aux pesticides n’étaient pas toujours 
suffisantes et certaines données manquaient pour parfaire ce travail. Par exemple, la nature de 
l’exposition (type de pesticide, type de contact, utilisation d’équipements de protection ou 
pas, exposition dans les fermes : pesticides agricoles et non agricoles, signification exacte du 
groupe « farm workers », agriculteurs ? éleveurs d’animaux ? les 2 occupations ?) ainsi que  
la période et la durée d’exposition (agriculteurs saisonniers, exposition ponctuelle ou 
chronique, fréquence d’utilisation des pesticides). Enfin, l’implication d’autres facteurs de 
risque tels que les modes de vie (tabagisme, alimentation) et les facteurs environnementaux 
(radiations, solvants organiques) et génétiques (maladies héréditaires, prédisposition 
génétique) n’était pas toujours prise en considération. Il est à noter que les études portaient 
souvent sur un groupe de maladies sans déterminer la relation au niveau de différents types ou 
sous-types ce qui peut engendrer un biais dans l’analyse des résultats (cacher ou surestimer un 
effet).  
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D’autre part, les études incluses (type cas-témoins) portaient en général sur un faible nombre 
de cas ne permettant donc pas d’obtenir des niveaux de signification toujours satisfaisants. 
Pour conclure, malgré les limites citées précédemment, nos résultats confirment l’hypothèse 
d’une implication de l’exposition professionnelle aux pesticides dans l’augmentation des 
cancers hématopoïétiques en particulier dans le cas d’une exposition à long terme (>10 ans). 
Plus récemment, dans une méta-analyse d’études cohortes, Van Maele-Fabry et al. (Van 
Maele-Fabry et al., 2008) ont montré une association entre l’exposition professionnelle aux 
pesticides et l’augmentation du risque de développer des leucémies ce qui renforce donc nos 
résultats.  
  89 
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I. Introduction 
L’impact d’une exposition professionnelle aux pesticides sur la santé, bien que controversé, 
est largement documenté depuis une trentaine d’années. Aujourd’hui, une des préoccupations 
majeures, concerne l’impact d’une exposition à long terme aux mélanges de faibles doses de 
pesticides tels qu’ils peuvent être apportés au consommateur via l’alimentation. Afin 
d’apporter des éléments de réponse, nous avons testé l’effet de deux mélanges de pesticides in 
vivo chez la souris, sur une fonction vitale ; l’hématopoïèse. Le premier mélange testé est le 
mélange des 11 pesticides testés in vitro. Dans le deuxième mélange, nous avons essayé de 
nous focaliser sur les pesticides qui, en plus d’être fréquemment retrouvés comme résidus sur 
les denrées végétales (Commission of the European Communities, 2006), étaient 
spécifiquement liés à une augmentation de l’incidence de cancers hématopoïétiques dans les 
populations professionnellement exposées, d’après les études épidémiologiques. Ainsi, le 
deuxième mélange est réalisé avec 6 pesticides. 
Nos expériences consistaient à exposer des souris C57BL6/J à l’un ou l’autre des deux 
mélanges par gavage 3 fois par semaine pendant un mois. A l’euthanasie, la moelle osseuse 
des tibias et fémurs était prélevée afin de réaliser deux types d’études ; 
- une étude de clonogénicité et de différenciation myéloïde in vitro. Dans ce cas, la 
moelle est mise en culture dans un milieu semi-solide pendant 14 jours afin de 
tester la clonogénicité et la capacité de différenciation des progéniteurs 
hématopoïétiques par un test de clonogénicité à court terme ou « colony-forming 
unit assay » (Cf. paragraphe IV.1.1. du Chapitre 1 de la Partie 2).  
- une étude du mécanisme moléculaire de ces cellules hématopoïétiques après le 
traitement. Pour cela, nous avons sélectionné des progéniteurs primitifs de la 
moelle osseuse (Sca-1+) et nous avons utilisé une approche d’Antibody arrays qui 
renseigne sur l’expression de 224 protéines impliquées dans les principales voies 
de signalisation cellulaire (apoptose, transcription, transduction du signal). De 
plus, nous nous sommes intéressés à une voie de signalisation clé dans les 
processus de survie et prolifération cellulaire au niveau de l’hématopoïèse (la voie 
de la PKB/Akt) et que nous avons explorée par la technique de Western blot.  
En parallèle, une analyse des paramètres du sang périphérique et un suivi des poids du corps 
et des organes (foie, rate) ont été réalisés à l’euthanasie dans le but de déterminer 
d’éventuelles anomalies systémiques. 
Tableau 8 : Les 11 pesticides testés en mélange in vivo. 
 
25,10-40,000125Insecticide(Roténoïde)Roténone
5,10-10,025Fongicide(Dicarboximide)Procymidone
10,05Fongicide(Dithiocarbamate)Manèbe
1,20,06Fongicide(Dicarboximide)Iprodione
12,10-20,006Insecticide(Cyclodiène)
Endosulfan
(α + β=2+1)
5,10-20,0025Insecticide(Carbinol)Dicofol
4,10-30,0002Insecticide(Organophosphoré)Diazinon
2,10-10,001Insecticide(Organophosphoré)Chlorpyrifos
2,10-20,001Insecticide(Carbamate)Carbofuran
10-10,005Herbicide (Triazine)Atrazine
10-20,0005Herbicide(Chloroacétamide)Alachlore
Quantité
administrée par gavage
(µg/souris)
DJA
(mg/kg/j)
Groupe
(Famille)
Molécule 
testée
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II. Matériels et méthodes 
1. Les mélanges de pesticides testés 
Les doses des mélanges testés in vivo sont calculées en ramenant la valeur de la DJA à un 
poids moyen de 20g par souris. La seule différence entre les deux mélanges (11P et 6P) était 
le choix des véhicules utilisés pour le gavage. Nous avons utilisé l’huile de colza comme 
véhicule de gavage du mélange 11P et l’hydroxypropyl-méthylcellulose (Zimmer et al., 1993) 
comme véhicule du mélange 6P. Les résultats obtenus avec ce dernier mélange seront 
présentés dans l’article 3. Dans les prochains paragraphes nous ne parlerons que du mélange 
11P. Les 11 pesticides et leurs doses testées (en µg/souris/gavage) sont les suivants : 
Iprodione (1,2), Procymidone (0,5), Chlorpyrifos (0,2), Carbofuran (0,02), Dicofol (0,05), 
Atrazine (0,1), Roténone (0,003), Endosulfan (0,12), Alachlore (0,01), Diazinon (0,004) et 
Manèbe (1) (Tableau 8).  
2. Les animaux 
Des souris C57BL/6 femelles et mâles (âgées de 10 semaines) provenant de chez Janvier 
(France) ont été logées par groupes de 4 animaux par cage et maintenus dans une pièce avec 
un cycle d’éclairage de 12h/jour. Après 4 jours d’acclimatation, chaque animal a été gavé 3 
fois par semaine. Trois lots de traitements (DJA, DJA/100 et DMSO) ont été constitués avec 4 
souris pour chaque sexe. Les souris ont été sacrifiées par dislocation cervicale après 4 
semaines de traitement. 
3. Les approches mises en œuvre 
Toutes les techniques utilisées pour la récupération des cellules de la moelle osseuse et pour 
l’étude de la prolifération et de la différenciation des progéniteurs hématopoïétiques sont 
présentées dans l’article 3. Brièvement, à l’euthanasie des souris, les moelles osseuses sont 
récupérées des tibias et des fémurs et mises en culture dans de la méthylcellulose 
(Methocult®) à 37°C pendant 14 jours. Ensuite, les différents progéniteurs dits « colony-
forming unit » (CFU-GM et CFU-M) et « Burst-forming unit » (BFU-E) sont comptés au 
microscope inversé comme nous le décrivons dans les matériels et méthodes de l’article 3.  
Après le comptage des colonies, les cellules sont remises en suspension et étalées sur des 
lames à l’aide d’une cytocentrifugeuse (cytospin®). Ces étalements nous permettent d’une 
part d’observer la morphologie des cellules afin de détecter éventuellement certains 
phénomènes (par exemple apoptose) et d’autre part d’étudier la différenciation des 
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progéniteurs, par comptage au microscope des lignées cellulaires différenciées présentes dans 
chaque type de colonie. 
 
Analyses statistiques 
Le mélange de 11 pesticides a été testé au cours de trois expériences indépendantes. Les 
études de clonogénicité sont effectuées en triplicate pour chaque type de traitement (DJA, 
DJA/100 et DMSO). Nous avons calculé les moyennes ± SD de chaque expérience et nous 
avons effectué les comparaisons au témoin à l’aide d’une analyse de variance ANOVA suivie 
d’un test de Dunnett ce qui nous a permis de comparer les effets obtenus à chacune des deux 
doses du traitement, la dose DJA et sa dilution au 100ème avec le témoin.  
 
0
0,5
1
1,5
2
2,5
3
3,5
4
4,5
5
1 2 3 4
Temps expérimental (semaines)
DMSO
Pesticides (DJA)
DJA/100
A
Co
n
s
o
m
m
a
tio
n
 
g/
s
o
u
ris
/j 
0
0,5
1
1,5
2
2,5
3
3,5
4
4,5
5
1 2 3 4
Temps expérimental (semaines)
B
Co
n
s
o
m
m
a
tio
n
 
g/
s
o
u
ris
/j 
Souris femelles Souris mâles
Co
n
s
o
m
m
a
tio
n
 
g/
s
o
u
ris
/j 
Co
n
s
o
m
m
a
tio
n
 
g/
s
o
u
ris
/j 
Co
n
s
o
m
m
a
tio
n
 
g/
s
o
u
ris
/j 
Co
n
s
o
m
m
a
tio
n
 
g/
s
o
u
ris
/j 
 
 
Figure 21 : Consommation alimentaire des souris. 
 
La consommation des souris femelles (A) et mâles (B) exposées à des gavages contenant le 
mélange de 11 pesticides (DJA ou DJA/100) ou DMSO est suivie pendant les 4 semaines de 
traitement. Les résultats représentent les moyennes (± SD) de trois expériences indépendantes 
chacune réalisée avec 4 animaux par sexe pour chaque traitement (total de 12 animaux/sexe). 
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Figure 22 : Modification du poids des souris. 
 
Les souris femelles (A) et mâles (B) sont pesées dès leur arrivée puis une fois par semaine au 
cours de l’expérimentation (4 semaines de traitement avec les deux doses du mélange de 11 
pesticides (DJA et DJA/100) ou DMSO) et à l’euthanasie. Les résultats représentent les 
moyennes (± SD) de trois expériences indépendantes chacune réalisée avec 4 animaux par 
groupe de traitement.   
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III. Résultats 
1. Effets du mélange des 11 pesticides sur le système hématopoïétique murin 
1.1. Suivi de la consommation et du poids des animaux 
La figure 21 représente l’évolution de la consommation (g/souris/jour) chez les souris 
femelles (Figure 21.A) et mâles (Figure 21.B) traitées et témoins. Le traitement avec le 
mélange des 11 pesticides ne semble affecter ni la consommation alimentaire ni l’évolution 
normale du poids des souris (Figure 22) comparativement aux témoins. 
Nous n’avons observé aucune particularité au niveau du comportement général. 
 
1.2. Effets sur les paramètres hématologiques  
Le sang est récupéré au moment de l’euthanasie des souris, après 4 semaines de traitement 
par gavage. Le tableau 9 présente les valeurs des différents paramètres hématologiques 
analysés. Nos résultats montrent que seuls les paramètres sanguins des souris mâles sont 
modifiés après le traitement avec le mélange 11P par rapport aux souris témoins (Tableau 9). 
Nous observons une diminution significative des globules rouges, de l’hémoglobine, de 
l’hématocrite et des plaquettes (Tableau 9) et cela pour les deux concentrations testées, DJA 
et DJA/100.  
 
1.3. Effets sur la prolifération et la différenciation des progéniteurs hématopoïétiques in 
vitro 
1.3.1. Effets sur la prolifération 
On observe là encore un dimorphisme sexuel. Les résultats (Figure 23) montrent que 
l’exposition des souris femelles (figure 23.A) au mélange de 11 pesticides à la dose DJA 
entraîne une diminution significative des colonies totales (-34% ; *p<0,05) associée à des 
diminutions significatives des BFU-E (-44% ; *p<0,05) et des CFU-GM (-39% ; *p<0,05). 
Cet effet est dépendant de la dose, et chez les souris femelles exposées à la dose DJA/100 la 
seule diminution significative concerne les CFU-GM (- 16% ; *p<0,05).  
Chez les souris mâles aucun effet n’était observé à la dose DJA mais, de façon surprenante, le 
traitement avec la plus faible dose du mélange 11P exerce un effet en augmentant 
Tableau 9 : Paramètres hématologiques du sang périphérique des souris traitées 
pendant un mois avec le mélange de 11 pesticides. 
 
0,38 ± 0,170,55 ± 0,210,43 ± 0,060,7 ± 0,140,47 ± 0,150,7 ± 0,28Nb GRA(103/mm3)
0,48 ± 0,280,85 ± 0,640,47 ± 0,120,7 ± 00,4 ± 0,100,65 ± 0,21Nb MON(103/mm3)
3,63 ± 0,545,15 ± 1,484,73 ±0,95 4,9 ± 0,143,3 ± 0,523,55 ± 1,48Nb LYM(103/mm3)
5,33 ± 3,706,7 ± 1,845,77 ± 1,249,45 ± 3,048,53 ± 1,4612,35 ± 1,20% GRA
11,73 ± 4,7512,95 ± 5,029,2 ± 0,7911,55 ± 1,0610,63 ± 0,6714,75 ± 0,92% MON
82,95 ± 8,1080,35 ± 6,8685,03 ± 1,2179 ± 1,9880,83 ± 1,772,9 ± 2,12% LYM
4,48 ± 0,696,55 ± 2,335,63 ± 1,05 6,3 ± 0,284,167 ± 0,754,9 ± 1,98GB (103/mm3)
74,5 ± 5,97101 ± 22,6388,33 ± 12,01 84 ± 0*104,33 ± 11,24*146 ± 11,31PLAQ (103/mm3)
31,2 ± 0,2230,9 ± 0,1431,4 ± 0,2630,85 ± 0,3531,13 ± 0,3131,2 ± 0,28CCMH (g/dL)
14,33 ± 0,114,45 ± 0,0714,6 ± 0,114,1 ± 0,1414,07 ± 0,0614,6 ± 0,28TGMH (pg) 
45,75 ± 0,546,5 ± 0,7146,67 ± 0,5845,5 ± 0,7145 ± 046,5 ± 0,71VGM (µm3)
46,53 ± 2,7155,95 ± 4,8850,17 ± 4,54 49,7 ± 2,26 *48,37 ± 3,10*60,55 ± 2,76HTC (%)
14,55 ± 0,8717,3 ± 1,4115,77 ± 1,2915,35 ± 0,49*15,07 ± 0,96*18,9 ± 0,99HGB (g/dL)
10,14 ± 0,5511,95 ± 0,9110,78 ± 0,9210,87 ± 0,3*10,72 ± 0,66*12,95 ± 0,4GR (106/mm3)
DJA/100DJADJA/100DJA
Mélange  11 pesticides 
DMSO
Mélange 11 pesticides 
DMSO
Souris femellesSouris mâles
Paramètres
Traitements
 
 
Les résultats (moyennes ± SD) représentent des données obtenues à partir d’une expérience 
type, réalisée avec 4 animaux par groupe de traitement et par sexe. Les comparaisons au 
témoin (DMSO) sont effectuées par un test ANOVA suivi d’un test de Dunnett, *p<0,05.  
 
GR= Globules Rouges ; HGB= Hémoglobine ; HTC= Hématocrite ; VGM= Volume Globulaire Moyen ; 
TGMH= Teneur Globulaire Moyenne en Hémoglobine, CCMH= Concentration Corpusculaire Moyenne en 
Hémoglobine ; PLAQ= Plaquettes ; GB= Globules Blancs ; LYM=Lymphocytes ; MON= Monocytes ; GRA= 
Granulocytes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Chapitre 3 : Etudes expérimentales chez la souris 
 
 94 
significativement la totalité des colonies (+29%, *p<0,05) et les BFU-E (+50%, *p<0,05) 
mais également les CFU-GM (+31%) et les CFU-M (+12%) (Figure 23.B).  
 
1.3.2. Effets sur la différenciation 
Globalement, dans les échantillons provenant de souris mâles traitées avec le mélange des 
11 pesticides, l’observation microscopique des lames (Figure 24) a révélé une augmentation 
de la population des cellules macrophagiques et dendritiques. De plus, le comptage des 
cellules a montré une augmentation légère des cellules appartenant à la lignée monocyto-
macrophagique (+12% à la DJA et +14% à la DJA/100) (Figure 25.B). En outre, la lignée 
granulocytaire de ces souris mâles exposées aux pesticides présentait une légère diminution (-
23% à la DJA et -19% à la DJA/100).  
Chez les souris femelles, l’exposition aux pesticides a entraîné une diminution de la lignée 
granulocytaire (-30%) en présence du traitement à la dose DJA (Figure 25.A). Le même effet 
était légèrement observé (-15%) à la dose DJA/100. Par contre, aucune modification n’était 
observée au niveau des lignées cellulaires monocyto-macrophagiques chez ces souris. 
 
1.4. Conclusion sur les effets du mélange des 11 pesticides sur le système 
hématopoïétique murin 
Nos résultats (résumés dans le tableau 10) montrent que l’exposition des souris par voie 
orale au mélange de pesticides pendant 4 semaines entraîne des modifications au niveau des 
capacités de prolifération in vitro des progéniteurs hématopoïétiques (CFU-M, CFU-GM, 
BFU-E) de la moelle osseuse. Cet effet est différent selon le sexe de l’animal traité et selon la 
dose de traitement avec une réponse à la dose la plus forte (DJA) pour les femelles et à la dose 
diluée 100 fois pour les mâles. En parallèle, l’observation des colonies, après étalement sur 
lames et coloration, montre que le traitement avec le mélange de 11 pesticides entraîne 
également une modification de la différenciation au sein de chaque colonie. 
La diminution des globules rouges observée dans la formule sanguine des souris mâles 
traitées à la DJA/100 peut être associée à l’augmentation des BFU-E observée à cette dose. 
Deux hypothèses peuvent être émises : - les pesticides entraînent une cytotoxicité directe au 
niveau des globules rouges périphériques ce qui se traduit par leur diminution et en 
conséquence par une augmentation des progéniteurs correspondants afin de compenser cette 
baisse, - les pesticides provoquent une inhibition de la différenciation des BFU-E conduisant à 
une accumulation de ceux-ci et une diminution des cellules érythropoïétiques périphériques. 
020
40
60
80
100
120
140
Totales BFU-E CFU-GM CFU-M
DMSO
DJA
DJA/100
*
***
A
Co
lo
n
ie
s 
en
 
%
 
de
 
D
M
SO
0
20
40
60
80
100
120
140
160
180
Totales BFU-E CFU-GM CFU-M
DMSO
DJA
DJA/100
*
*
BSouris femelles Souris mâles
Co
lo
n
ie
s 
en
 
%
 
de
 
DM
SO
Co
lo
n
ie
s 
en
 
%
 
de
 
D
M
SO
Co
lo
n
ie
s 
en
 
%
 
de
 
DM
SO
 
Figure 23 : Effet du traitement des souris avec le mélange de 11 pesticides sur la prolifération 
des progéniteurs hématopoïétiques de la moelle osseuse in vitro : Le comptage des colonies totales 
et spécifiques de lignées (BFU-E, CFU-M, CFU-GM), provenant de moelles osseuses de souris 
femelles (A) et mâles (B) exposées chroniquement à un mélange de 11 pesticides par gavage pendant 
4 semaines, est effectué après 14 jours de culture dans la méthyl-cellulose. Les résultats (moyennes ± 
SD) représentent le nombre de colonies exprimé en pourcentage par rapport au témoin DMSO et sont 
analysés par un test ANOVA suivi d’un test de Dunnett, *p<0,05. Ces résultats proviennent d’une 
expérience représentative de 3 expériences indépendantes avec 4 animaux par groupe. CFU= Colony 
Forming Unit; GM= Granulocyte-Macrophage, M= Monocytes; BFU-E= Burst Forming Unit-Erythrocyte. 
 
 
Figure 24 : Observation microscopique des lignées hématopoïétiques granulocytaires et 
macrophagiques de moelle osseuse de souris traitées (A) et témoins (B) : Les progéniteurs 
hématopoïétiques de la moelle osseuse ont proliféré pendant 14 jours dans la méthyl-cellulose puis les 
cellules étaient étalées et colorées au May-Grünwald-Giemsa. L’observation microscopique montre 
une abondance des macrophages (flèches pleines) dans les échantillons provenant de souris exposées 
au mélange de 11 pesticides (A) par rapport aux témoins (B). Par contre les cellules granulocytaires 
(flèches pointillées) sont très peu observées dans les lignées traitées.  
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Figure 25 : Effet du mélange des 11 pesticides sur la différenciation myéloïde in vitro chez les 
souris : Les cellules appartenant aux lignées granulocytaire et macrophagique sont comptées après 14 
jours de prolifération in vitro.  Les résultats (moyennes ± SD) obtenus pour les souris femelles (A) et 
mâles (B) traitées in vivo avec le mélange de pesticides sont exprimés en pourcentage par rapport aux 
témoins (souris traitées avec DMSO). 
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La différence de la réponse aux toxiques selon le sexe des animaux a souvent été rapportée 
dans les études expérimentales (Padhi et al., 2008). Cet effet est probablement dû aux 
différences physiologiques au niveau des systèmes biologiques (e.g, le système endocrinien/ 
hormones sexuelles, le métabolisme et la charge lipidique). L’effet significatif observé à la 
dose la plus faible (DJA/100) chez les mâles est assez surprenant et intéressant. En effet, il 
montre que les faibles doses ne sont pas nécessairement « sans effet » et que les mécanismes 
par lesquels les pesticides en mélange peuvent réagir au niveau de l’organisme sont assez 
complexes et qu’il semble donc très difficile de se baser sur des notions de quantité pour 
estimer un effet. 
 
2. Effets d’un mélange de 6 pesticides sur le système hématopoïétique murin 
2.1. Introduction de l’article 3 
En accord avec le comité de pilotage de mon travail de thèse, nous avons décidé de focaliser 
nos études sur des pesticides supposés comme étant liés à des pathologies spécifiquement 
hématologiques. Par conséquent, parmi les pesticides les plus fréquemment retrouvés comme 
résidus dans les denrées végétales (Commission of the European Communities, 2006), nous 
avons choisi ceux qui, selon les données bibliographiques (essentiellement épidémiologiques), 
sont fréquemment associés à des cancers hématopoïétiques. Les 6 pesticides sélectionnés et 
leurs doses testées (en µg/souris/j) sont les suivants : Alachlore (0,01), Captane (2), Diazinon 
(0,004), Endosulfan (0,12), Manèbe (1) et Mancozèbe (1). Les doses testées sont calculées à 
partir de la DJA (ramenée à un poids moyen de 20g des souris). 
Le mélange de ces 6 pesticides a été administré par gavage à des souris femelles et mâles 3 
fois par semaine pendant un mois. Nous avons testé l’effet de ce mélange sur l’hématopoïèse 
non seulement de façon qualitative et quantitative (étude de prolifération et de différenciation 
des progéniteurs hématopoïétiques) mais aussi en examinant les événements moléculaires 
impliqués dans cet effet dans des progéniteurs hématopoïétiques primitifs (Sca-1+). Ces 
travaux ont été réalisés via une approche globale (Antibody microarrays) et via une mesure de 
l’activité de la protéine PKB/Akt (Western Blot) impliquées dans la régulation de la survie et 
de la prolifération cellulaire. Les méthodes utilisées sont décrites dans l’article 3.  
2.2. Principaux résultats  
Les principaux résultats sont détaillés et argumentés dans l’article 3 soumis à publication 
dans le journal « Leukemia ». 
Tableau 10 : Récapitulatif des effets obtenus sur le système hématopoïétique de souris 
traitées avec le mélange 11P 
 
 
Tableau 11 : Récapitulatif des effets obtenus sur le système hématopoïétique de souris 
traitées avec le mélange 6P à la DJA 
 
 
GR= globules rouges ; HGB= hémoglobine ; HCT= hématocrite ; GB= globules blancs ; CD= cellules 
dendritiques.  
Chapitre 3 : Etudes expérimentales chez la souris 
 
 96 
Brièvement, nos résultats ont montré que l’exposition chronique des souris au mélange de 6 
pesticides à la DJA entraîne des modifications fonctionnelles (au niveau des capacités de 
prolifération et de différenciation) et mécanistiques en affectant des protéines impliquées dans 
des voies de signalisation importantes pour la prolifération et la survie des cellules 
hématopoïétiques (Cyclin D1, C-myc, Akt, GSK3β). En particulier, l’effet du mélange 6P 
implique une activation de la voie de signalisation d’Akt fréquemment associée aux processus 
de développement tumoral.  
Nos résultats montrent également des effets au niveau des paramètres hématologiques 
mesurés sur du sang périphérique. Les effets observés étaient différents selon le sexe des 
souris au niveau de plusieurs paramètres étudiés. 
Les principaux résultats obtenus sont récapitulés dans le tableau 11. 
 
2.3. Article 3 
 1 
Hematopoietic changes induced by a pesticide mixture 
administrated at the Admissible Daily Intake in mice 
 
M. Merhi, C. Demur, C. Racaud-Sultan,  J. Bertrand, F. Blas Y Estrada, L. Gioda and L. 
Gamet-Payrastre 
 
Keywords: Pesticides, Hematopoiesis, Hematopoietic progenitors, Protein microarray 
 2 
Abstract 
Environmental contaminants are suspected to contribute to the etiology of some hematopoietic 
malignancies. Occupational exposure to pesticides has been often correlated with an increased 
incidence of these pathologies. Consumers are also exposed via food intake to a combination of these 
compounds. However, such an exposure is not well documented.  
The aim of our study was to investigate whether an exposure to these contaminants has an impact on 
the hematopoietic system of mice when administered chronically at levels that mimic the consumer’s 
real exposure (Admissible Daily Intake, ADI). 
 Our results show, for the first time, that a short period treatment of mice with pesticide mixture at low 
levels reduced the proliferative capacity of hematopoietic progenitors but also deregulated the 
differentiation in the CFU-GM lineage. Strikingly, different effects were obtained according to the sex 
of the animal. CFU-GM colonies were more oriented to differentiate into granulocytes than 
macrophages cells in females whereas the opposite was found in males. We also demonstrate that 
pesticide treatment induces, in a sex-dependent manner, modifications in the status of signalling 
proteins including PKB/Akt, Pyk2 and GSK3β  as well as proteins involved in the control of cell 
growth and death (Cyclin D1, C-myc). 
 3 
Introduction 
Hematopoietic cancers are heterogeneous diseases such as lymphoma, myeloma and lymphoblastic or 
myeloblastic leukemia (acute and chronic) which originate either from bone marrow or lymph nodes. 
At the 11th rank of incidence, they represent 2.2% of all cancers with a greater prevalence for 
lymphoma in France (Invs, 2008)1. These cancers are characterized by genetic anomalies affecting 
proliferation, survival and differentiation of hematopoietic progenitors or hematopoietic stem cells 
(Gilliland, 2002; Kelly and Gilliland, 2002; Gilliland et al., 2004). Beside the identified etiological 
factors involved in the initiation and development of these diseases such as immunodeficiency 
(Grulich and Vajdic, 2005), viral infections (de Sanjose et al., 2007) and genetic disorders (Rudant et 
al., 2007; Wang et al., 2007), environmental factors (rays, chemical pollution including pesticides) are 
believed to play a key role in the development of malignant hemopathies (Descatha et al., 2005; Yu et 
al., 2007).  
Pesticides are a heterogeneous group of chemicals that are widely used for domestic and industrial 
purposes. Omnipresent in the environment, these compounds are today of major concern for public 
health (Bhat, 2008; Clapp et al., 2008). Hardell L et al. were among the first to propose a link between 
exposure to phenoxy-herbicides and the emergence of lymphoma (Hardell, 1993). Thereafter, many 
epidemiological studies have been conducted in populations exposed to pesticides (for a review see 
(Alavanja et al., 2004)). Although a clear correlation between agricultural practice and hematological 
malignancies occurrence has been established, a specific link with the use of pesticides is not always 
observed. Yet, in a molecular point of view, DNA damages have been shown in lymphocytes of 
exposed farmers and increased levels of 8oxodG have been detected in their plasma (Pasquini et al., 
1996; Roulland et al., 2004; Le Goff et al., 2005; Zeljezic et al., 2006; Ergene et al., 2007; Naravaneni 
and Jamil, 2007; Tope and Panemangalore, 2007; Muniz et al., 2008). In addition, an increased risk of 
non-Hodgkin’s lymphoma (NHL) has been correlated with the duration of pesticides use (Chiu et al., 
2006). It has been proposed that the risk of NHL and Leukemia would correlate with exposure to 
organochlorines, phenoxy-herbicides and carbamates. Although the plasma levels of organochlorines 
could not be significantly correlated to the risk of developing NHL, it is interesting to note that it is the 
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intra-adipose tissue levels of these compounds that may be linked to the development of these 
pathologies (Cantor et al., 2003; Quintana et al., 2004; Cocco et al., 2008). 
In a recent meta-analysis (Merhi et al., 2007) we have shown a significant relationship between the 
professional exposure to pesticides and the risk of developing hematopoietic malignancies, particularly 
NHL. Van Maele-Fabry et al. (Van Maele-Fabry et al., 2008) have confirmed this correlation also for 
Leukemia, especially myeloid leukemia. Overall, these data strongly suggest that pesticides 
occupational exposure can be associated with hematological disease. Agricultural workers are not the 
only group of people exposed to pesticides; consumers are also exposed to these compounds via food 
intake. Moreover, the realistic scenario of exposure of the general population through food consists 
usually in a combination of many compounds at low levels. However, studies examining the effects of 
pesticide mixture at low doses on biological systems are lacking particularly on the hematopoietic 
system. Hematopoiesis has a very high level of continuous replacement of specialised cells. This 
implies a tremendous number of mitosis and an increased level of risk of mutations. The bone marrow 
contains fat tissues that have a high capacity of storage and may accumulate lipophilic compounds 
resulting in continuous exposure of hematopoietic progenitors and dendritic cells to xenobiotics. These 
conditions make the hematopoietic system a potential target for toxic compounds. 
The aim of this study was to investigate whether a chronic exposure of mice to a mixture of pesticides 
at levels that mimic the consumer’s real exposure (Admissible Daily Intake, ADI, as determined by 
the European Community) have an impact on their hematopoietic cells by investigating both 
functional aspects and molecular mechanisms. In addition to conventional evaluation of peripheral 
blood cells, in vitro clonogenic assays were used in order to detect potential changes in the 
functionality of bone marrow myeloid progenitors. Moreover, using a sensitive antibody microarray 
approach and western blotting, we investigated whether pesticides treatment could alter cell signalling 
mechanisms in progenitors cells (Sca-1+). 
 Overall, our results demonstrate that in vivo exposure to this mixture of pesticides at the ADI, affects 
the in vitro colony forming properties of hematopoietic progenitors and the status of signalling 
pathways including the Akt/GSK3β phosphorylation cascade. Interestingly, significant differences in 
the responses to pesticides were observed between male and female mice. 
 5 
Materials and methods 
Chemicals: Pesticides were purchased from Fluka (Riedel de Haën, France) and were diluted in 
DMSO.  The mixture was prepared by associating the 6 pesticides, each at a quantity calculated from 
its Admissible Daily Intake (ADI). Finally, each mouse received a suspension of 1% 
hydroxypropylmethylcellulose in distilled water containing alachlore (0.01µg), captan (2 µg), diazinon 
(0.004 µg), endosulfan (0.12 µg), mancozeb (1 µg) and maneb (1µg).  
Animals: Females and males C57 BL/6J mice (10 weeks old) were purchased from Janvier (France).  
Pesticides were given by oral gavages three times per week during 4 weeks. One group of animals 
(4/group) was treated with the mixture of pesticides at the ADI, a second with the ADI diluted 100 
fold and the group of matched controls was treated with the vehicle of pesticides (DMSO). Daily food 
consumption was monitored and the body weight of animals was measured once a week. At the end of 
the experiment, animals were sacrificed by cervical dislocation and the organ weights of spleen, liver 
and kidneys were recorded. In addition, blood samples were taken from the facial artery of each 
animal into EDTA-containing glass vial (Multivette®, SARSTED, Germany). Hematological 
parameters were recorded using a Hematology automated Device. 
Isolation of murine bone marrow cells: After animal sacrifice, femurs and tibias were isolated and 
cleaned. Bone marrow cells were obtained by flushing the marrow cavities with phosphate buffer 
saline (PBS) supplemented with 2% Fetal Bovine Serum (FBS) and antibiotics (penicillin 100U/ml 
and streptomycin 100mg/mL). All the bone marrow cells from the same animal group were pooled and 
were then filtered through a 30µm Nylon mesh sterile filter (Pre-separation filters, Miltenyi biotech) 
and counted using a Malassez counting chamber (in Trypan blue and in 3% acetic acid methylene 
blue; Stem cells technologies). After centrifugation at 1220rpm for 10 minutes at 20°C, the cell pellet 
was suspended in 1ml Iscove’s MDM supplemented with 2% FBS (IMDM+2%FBS, Stem cell 
technologies). 
Murine BFU-E/ CFU-GM and CFU-M colony-forming assay: Bone marrow cells were prepared at 
105 cells/mL in IMDM+2% FBS and were added (at 10%) to Methocult® Media then plated in 
triplicates into 35mm culture dishes (Stem cell technologies) and incubated for 14 days in humidified 
incubator at 37°C and 5% CO2. 
 6 
Colony counting assay: Burst Forming Unit-Erythrocyte (BFU-E), Colony Forming Unit-
Granulocyte macrophage (CFU-GM) and Colony Forming Unit-macrophage (CFU-M) were scored 
after 14 days of culture using an inverted microscope with magnification 100X. Cells aggregates 
containing more than 50 little cells were scored as CFU-GM, cells aggregates of big cells were scored 
as CFU-M, whereas three or more cells aggregates of pink to dark red colored cells were scored as one 
BFU-E. 
Analysis of clonogenicity and differentiation of bone marrow: After counting, colonies were 
harvested and dissociated into single cells suspension in 2mL PBS. Cells from triplicates were pooled 
in plastic tubes and centrifuged at 1500rpm for 5min at room temperature. Pellets were then suspended 
in PBS at a final concentration of 105cells/mL and were centrifuged using a cytocentrifuge (Shandon® 
Cytospin®, Thermo scientific, France) during 10min at 800rpm in order to obtain a cytospin. Slides 
were air dried overnight and stained with May-Grünwald-Giemsa (Merck, Germany) (Slide Stainer 
RSG-61 from Bayer). Then, morphological features of cells were examined by light microscopy 
(Leica DM 2000).  
Selection of Sca-1+ murine progenitors: After isolation, bone marrow cells were centrifuged at 300g 
for 10min at 20°C and the pellet was suspended in 100µL of PBS supplemented with BSA (0.5%) and 
EDTA (2mM). For Sca-1+ cells sorting, cells were first stained with a Phycoerythrin (PE)-conjugated 
anti-mouse Sca-1(Ly-6A/E) (from e-bioscience), then magnetically labelled with an anti-PE 
microbeads (Miltenyi Biotech) and finally placed in a magnetic field (MACS separator, Miltenyi 
Biotech) in order to separate labelled (Sca-1+) from unlabelled fraction. All the incubations were 
performed at 4°C. The quality and rate of PE-labelled Sca-1+ cells were monitored by flow cytometry 
and were used for subsequent analysis of Antibody Microarrays and immunobloting. 
Antibody microarrays: The Panorama TM Antibody Microarray Cell Signalling kit (CSAA1-1KT, 
Sigma-Aldrich2) composed of 224 highly specific antibodies spotted on nitro-cellulose coated glass 
slides was used according to the manufacturer recommendation. For this study, a dye-swap staining 
method was realised. Briefly, proteins were extracted from Sca-1+ cells selected from each group of 
animals and were split into two equal portions. A dual fluorescent labelling assay was performed on 
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using either NHS ester-activated monofunctional reactive Cy3 or Cy5 dyes (PA23001 and PA25001, 
Amersham biosciences). The differentially labelled control and test samples were added at equal 
protein concentrations (quantified by Bradford method) (1µg/mL) to the Array Incubation buffer 
(supplied in the kit from sigma). The resulting solution was mixed, added to the slide and incubated 
for 40 minutes in the dark. After washing, slides were scanned using a GenePix Personal 4000B 
scanner (Axon instruments). Scanned images were linked to the protein list from Sigma Kit and spots 
were detected and quantified using the GenePix Pro (version 6.1) software package.  All spots were 
manually reviewed. Further analysis was done using the Bioplot web service hosted by the platform 
“Biopuces” (Toulouse Genopole, INSA/DGBA, Toulouse). A first normalization of microarrays was 
based on total mean intensity after subtraction of local background. Further, data was transferred to an 
excel worksheet (Microsoft office Excel 2003) and an Internally Normalized Ratio (INR) was 
calculated by computing R1/R2 (R1 and R2 representing Cy5/Cy3 ratios from the two slides). The 
log value of this INR was calculated for each antigen and then the total mean of log (INR) was 
considered as the reference value that allowed us to identify up and down regulated proteins. A value 
of log (INR) ≥ (total mean value + 2*(Standard Deviation)) indicated with high probability that the 
corresponding protein was up-regulated. Conversely, a value ≤ (total mean value - 2*(Standard 
Deviation)) determined a “significantly” down-regulated protein in treated samples compared to 
control.  
Western Blotting: For Western blotting, 0.5-1×106 Sca-1+ cells, washed in PBS, were denatured in 
Laemmli sample buffer. After sonication for 10 seconds and boiling for 10 min, proteins (20-40µg) 
were separated in SDS-polyacrylamide gels (SDS–PAGE) and transferred onto nitrocellulose 
membranes (Hybond-C super, Millipore). The membrane was blocked in Tris-buffered saline (TBS) 
containing 5% fat-free milk for 1 h at room temperature. Then, the proteins were detected by 
incubating overnight at 4°C with GSK3β (BD transduction laboratories), P(S9)GSK3β, Akt and 
P(S473)Akt (cell signalling technology) primary antibodies in TBS supplemented with 0.1% Tween, 
3% fat-free milk and 3% BSA (Euromedex). After washing, the membrane was further incubated for 
1-2 h at room temperature with either anti-mouse or anti-rabbit IgG secondary antibodies coupled to 
 Figure 1: Body and organ weight of treated mice. The body weight (g) of animals was measured upon arrival, 
once a week and at euthanasia for female (A) and male (B) mice. Results for spleen weight (C) and liver weight 
(D) of mice treated at the dose ADI are expressed as percentage of body weight for each animal. Data (mean ± 
SD) are from one representative experiment of at least four independent experiments conducted with a minimum 
of four animals per group for each sex.  Unpaired t-test was used for analysis of data from treated to control 
mice, *p<0.05. 
 
Table 1: Hematological parameters of Female and male C57BL/6J mice after 4 weeks of orally gavages with 
DMSO or pesticide mixture at ADI dose. 
 Male Female 
Parameters Control Pesticides Mixture (ADI) Control 
Pesticides Mixture 
(ADI) 
RBC (106/mm3) 10.8 ± 0.2 10 ± 0.1 10.4 ± 0.5 10.9 ± 0.3 
Hb (g/dL) 15.9 ± 0.2 14.5 ± 0 15.5 ± 0.7 15.8 ± 0.2 
Ht (%) 50.2 ± 0.9 45.6 ± 0.9 47.5 ± 2.3 48.2 ± 0.5 
MCV (µm3) 46.3 ± 0.4 45.6 ± 1.4 45.8 ± 0.4 44.3 ± 0.8 
MCH (pg) 14.6 ± 0.1 14.5 ± 0.1 14.9 ± 0.6 14.5 ± 0.2 
MCHC (g/dL) 31.6 ± 0.4 31.8 ± 0.6 32.7 ± 1.2 32.8 ± 0.3 
PLT (103/mm3) 1168 ± 181.4 1518 ± 120.2* 1016.8 ± 106.9 1124.7 ± 184.8 
WBC (103/mm3) 5.4 ± 0.9 5.2 ± 0.5 5.1 ± 1.3 7.0 ± 0.2* 
Neutrophil 
(103/mm3) 0.8 ± 0.22 0.7 ± 0.1 0.4 ± 0.2 1.3 ± 0.1* 
Lymphocyte 
(103/mm3) 4.1 ± 0.75 4.1 ± 0.6 4.2 ± 1 5.1 ± 0.1 
Monocyte (103/mm3) 0.28 ± 0.12 0.24 ± 0.04 0.29 ± 0.10 0.46 ± 0.22 
Eosinophil 
(103/mm3) 0.18 ± 0.06 0.13 ± 0.06 0.15 ± 0.05 0.16 ± 0.03 
RBC=Red blood cells, Hb=Hemoglobin, Ht=Hematocrit, MCV=Mean corpuscular volume, MCHC=mean 
corpuscular hemoglobin concentration, PLT=Platelets, WBC=White blood cells. Values are the mean ± SD for 
one typical experiment conducted with six animals per group of treatment. Data were analyzed with unpaired t-
test, *p < 0.05.  
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horseradish peroxidase. Detection was achieved using a chemoluminescent probe (SuperSignal, 
Amersham Pharmacia Biotech). Quantification of blots was performed with the Gene tools (Syn Gene 
software).  
Statistical analysis: Statistical analysis was performed using a non parametric analysis of unpaired 
values, differences greater than 0.05 were considered as significant (*p<0.05). 
Results 
Food consumption and weight survey in pesticide-treated mice. Weekly and total food consumption 
(data not shown) as well as mean body weight of pesticide-treated mice was comparable to those of 
control group (Fig 1A and B). Kidneys of pesticide-treated animals showed no difference compared to 
controls (data not shown). In female mice, a significant increase in spleen weight (+32%, *p<0.05) 
was observed at the ADI concentration compared to control (Fig 1C). Mice treated with the ADI/100 
concentration of the pesticide mixture also showed a slight but not significant spleen weight increase 
(data not shown). In male mice, pesticide treatment did not induce modification of spleen weight (not 
shown). Conversely, pesticide treated male mice had a significant decrease in liver weight (-20%, 
*p<0.05) at ADI (Fig 1D) whereas pesticide-treated female mice did not show significant changes of 
liver weight. Altogether, these results indicate that chronic pesticides exposure at ADI has an impact 
on metabolic and hematopoietic organs in mice. 
Changes of hematological parameters in pesticide-treated mice. As shown in Table 1, male mice 
treated at the ADI showed a significant increase of 30% (*p<0.05) in platelets count compared to 
controls and a slight decrease in red blood cell counts (8%), in hemoglobin concentration (9%) and in 
hematocrit (9%). Female-treated mice showed no changes in red blood cells and platelets counts but a 
significant 1.4 fold (*p<0.05) increase in total white blood cells (WBC) count compared to control 
mice. This effect was a consequence of a 3 fold increase (*p<0.05) in polymorphonuclear neutrophiles 
count in treated versus control female mice. Among the other leukocytes cell types only eosinophiles 
were slightly increased upon pesticide treatment in female. Overall, the mixture of pesticides at the 
ADI during 4 weeks appears to induce some changes in the thrombopoietic lineage (and slightly the 
erythroid lineage) in male and affected the neutrophil lineage in female. 
 Figure 2: Microscopic observation of murine hematopoietic progenitors at day 14 of culture: Bone 
marrows from treated or control male mice were seeded in semi-solid methylcellulose-based medium for 14 
days. The hematopoietic progenitors were monitored by inverted microscopy: BFU-E = burst forming unit-
erythrocyte (A-B), CFU-GM = colony-forming unit-granulocyte/macrophage (C-D) and CFU-M colony-forming 
unit-macrophage.(E-F).  
 
 
 
Figure 3: Proliferation and differentiation of bone marrow’s progenitors : At day 14 of culture, the 
proliferation of hematopoietic progenitors was scored. Then, cells were harvested, flattened on glass slide, 
stained and observed by light microscopy as described in Materials and Methods. Figures 3 A and B represent 
the numbers of clonogenic progenitors in control or treated female and male respectively. Figures 3 C and D 
represent the numbers of cells from each lineage in control or treated female and male respectively. Data (mean 
± SD) are from one representative experiment conducted in triplicates. Unpaired t-test was used for statistical 
analysis, *p<0.05. Granulocytes counts included myeloblastes, promyelocytes, meta-myelocytes, myelocytes and 
polynuclear cells and counts of macrophages regrouped macrophages, monocytes and dendritic cells. 
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Effects of pesticide treatment on the in vitro myeloid clonogenicity and differentiation. 
Characterisation of the hematopoietic colonies by microscopy (Fig 2) revealed differences in the size, 
the spreading and the colour of cells. BFU-E showed poorly colored and less pigmented cells in 
treated mice (Fig 2B) compared to control (Fig 2A) corresponding to cells in which hemoglobin 
synthesis might not yet occurred (Parent-Massin, 2001). In addition, treated male mice (Fig 2D) 
showed disorganized and size decreased CFU-GM as compared to control culture (Fig 2C). The CFU-
M colonies were also more spread out in cultures obtained from treated male mice (Fig 2F) compared 
to control (Fig 2E). Figure 3 estimates the number of myeloid progenitors from female (Fig 3A) and 
male (Fig 3B) murine bone marrow after in vivo exposure to pesticides mixture. A decrease in total 
count of colonies (-29%, *p<0.05) was measured in samples from female treated in vivo with the 
pesticide mixture at the ADI concentration in comparison to that from matched controls. A detailed 
analysis of colonies showed a decrease of CFU-GM (-25%, *p<0.05), BFU-E (-16%) and CFU-M (-
13%) counts compared to control. In pesticide-treated male mice at ADI, the total number of BFU-E 
and CFU-GM colonies were slightly decreased whereas CFU-M colonies were significantly elevated 
compared to control (+33%, *p<0.05). No significant changes were observed in samples from female 
or male mice treated at the lower doses (ADI/100) of the pesticide mixture (data not shown). In 
addition, staining with May-Grünwald-Giemsa, (Fig 3C and 3D), assigned a significant decrease in 
macrophages (-37%, *p<0.05) and an increase in granulocytes (+52%, *p<0.05) in pesticide-treated 
female mice and a significant increase in macrophages in male (+24%, *p<0.05) upon treatment with 
pesticides at the ADI concentration compared to respective controls. These data clearly indicate that 
the pesticides treatment induced functional changes in hematopoietic progenitors. In addition, specific 
differences in the granulomonocytic lineage were observed between male and female. These findings 
suggested that pesticides treatment could interfere on the molecular mechanism triggered by the pro-
differential cytokinic cocktail. 
Cell signalling profiling of Sca-1+ cells after in vivo treatment with pesticide mixture. In order to 
investigate potential changes in the signalling mechanisms of hematopoietic progenitors, we checked 
the expression profile of a set of signalling proteins (by antibody arrays) as well as the level of 
activation of the Akt/GSK3β pathway (by western blot), a well known regulator of cell proliferation, 
Table 2: Protein expression of murine Sca-1+ bone marrow cells from treated versus control mice 
Female Male  
 
INR1 log (INR) INR log (INR) 
Mean +2SD 1.21 0.28 1.07 0.11 Total proteins 
Mean -2SD 0.79 -0.29 0.92 -0.12 
c-Myc 1.26 0.33 - - 
Cyclin D1 1.21 0.28 1.07 0.11 
PKB/Akt 0.79 -0.48 - - 
significantly 
affected 
proteins 
Pyk2 - pTyr580 0.79 -0.33 0.88 -0.19 
1 INR= Internally Normalized Ratio 
Data are from one representative experiment of three independent assays each containing 6 mice/ treatment/sex. 
Proteins with log (INR) ≤ Mean-2SD and ≥ Mean+2SD are respectively significantly down-regulated or 
significantly over-expressed. 
 
 
 
 
 
Figure 4: Variations of the phosphorylated Akt and GSK3β in male and female Sca-1+ progenitors upon 
pesticide treatment: Sca-1+ hematopoietic progenitors were isolated from pesticide-treated (ADI/100 and ADI) 
and control mice (DMSO) as described in Material and Methods. Specific antibodies against the activatory site 
of Akt (P(S473)Akt) and the inhibitory site of GSK3β (P(S9)GSK3β) were used. Variations of the ratio 
phosphoprotein/total protein compared to the respective control DMSO in male and female are shown. Data are 
representative of two independent experiments. 
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survival and differentiation. Using differential cyanine-dye’s intensities between the two groups of 
treatment we noticed that the expression of several proteins varied in pesticide-treated mice compared 
to control. Proteins that had a significantly modified expression are represented in Table 2. A 
significant increase in the expression of C-myc (log INR = 0.33) and Cyclin D1 (log INR = 0.28) in 
female mice treated with the pesticide mixture at ADI were observed. In addition, a significant 
decrease was observed in the expression of PKB/Akt (log INR = -0.48) and of the active form of the 
tyrosine kinase Pyk2 (Pyk2-pTyr580) (log INR= -0.33). Data from male samples also showed similar 
effects for Cyclin D1 and Pyk2-pTyr580 but to a lesser extent (Table 2). Furthermore, our results 
showed that in control Sca-1+ cells, Akt and GSK3β were phosphorylated on their activatory 
(P(S473)Akt) and inhibitory (P(S9)GSK3β) sites (Fig 4). It is noteworthy that, at the basal state, the 
ratio P(S9)GSK3β/total GSK3β was higher in male compared to female (+36% representative of two 
independent experiments, not shown). Upon pesticide treatment, we observed a strong 
dephosphorylation of Akt in male Sca-1+ cells and an increase in the phosphorylation of Akt in female 
Sca-1+ cells compared to respective controls. This is clearly shown by the analysis of the variations of 
the phosphoprotein/total protein ratio both for Akt and GSK3β  (Fig 4, lower panel). The 
dephosphorylation of both enzymes in male Sca-1+ cells (down to -30% and -12% respectively) 
contrasted with their increased phosphorylation in female (up to +80% and +25%, respectively).  
Interestingly, the increase in P(S473)Akt appeared to be dose dependent as the ADI/100 induced a 
45% increase of expression (Fig 4, lower panel).  
Discussion  
Omnipresent in the environment, pesticides are of major concern for public health. Indeed, evidence is 
accumulating from epidemiological studies that professional exposure to pesticides is associated with 
an increased incidence of human pathologies including various cancers (prostate, brain and 
hematopoietic malignancies) (Clapp et al., 2008). However, occupation is not the only route of 
exposure and the general population is also exposed to pesticides, primarily through food. Nowadays, 
the population is exposed to a combination of many compounds at low levels all over the lifetime. The 
impact of such exposure is still poorly documented.  
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Here we have investigated whether oral exposure to a pesticide mixture at doses calculated from 
Admissible Daily Intake (ADI) has an impact on a highly dynamic physiological system i.e. 
hematopoiesis.  For this purpose, female and male C57BL/6 mice received chronically during 4 weeks 
a mixture of 6 pesticides by oral gavages. Murine hematopoiesis was then investigated both in vivo 
and in vitro. 
Our in vitro assays show that pesticide mixture treatment reduced the proliferative capacity of 
hematopoietic progenitors but also deregulated the differentiation in the CFU-GM lineage in a sex-
dependent manner. CFU-GM colonies were more oriented to differentiate into granulocytes than 
macrophages cells in females whereas the opposite was found in males. Moreover, the pesticide 
mixture induced in male mice a slight decrease in erythrocyte count, hemoglobin content and 
hematocrite level and a significant increase in platelets count. These results are consistent with other 
studies showing that single pesticide treatments decrease erythrocyte and hemoglobin counts and 
increase leukocytes in animal studies (Nath and Banerjee, 1995; Fujitani et al., 1997; Rahman and 
Siddiqui, 2006). Other authors (Agrahari et al., 2006) suggested that the decrease in erythrocyte 
production and hemoglobin synthesis after exposure to the pesticide monocrotophos was linked to 
kidney damage which in turn caused a decrease in erythropoietin levels, a key regulator of 
erythropoietic activity. We observed a significant decrease in urinary creatinine concentration in male 
treated mice compared to matched control (data not shown) suggesting that, in our model, male mice 
given pesticide mixture may develop kidney dysfunction leading to a possible deregulation of 
erythropoietin and in turn intrinsic alteration of erythropoietic progenitors. Interestingly, treated 
female mice, did not present alteration of the erythropoietic activity, but significantly increased their 
leukocytes counts. Neutrophils were strongly increased in parallel with a significant increment of the 
spleen weight compared to control. Recent evidence suggests a role for neutrophils as important 
decision shapers during the early phases of the immune response (Nathan, 2006). Hence, the increase 
in spleen weight observed in parallel to the elevated peripheral neutrophils count in female treated 
mice may be a consequence of an increased production of immune cells. The sexual dimorphism 
nature of normal immune responses, as well as the role of gonad steroid hormones as modulators of 
immune function, have been well described (Olsen and Kovacs, 1996; Olsen and Kovacs, 2001). It has 
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been demonstrated that bone marrow’s stromal cells are required for the receptor-mediated effects of 
androgens on lymphoid cell development (Olsen and Kovacs, 2001) and estrogens have been 
described as a negative regulator of lymphopoiesis (Medina et al., 2001). Indeed, the sexual 
dimorphism observed upon treatment of mice with pesticides may be linked to the control by 
estrogens of proliferation and differentiation of various cell lineages in normal hematopoiesis. 
Estrogens’ receptor β could have a role in regulating the proliferation and differentiation of pluripotent 
hematopoietic progenitor cells (Thurmond et al., 2000; Ishimi et al., 2002; Shim et al., 2003; Gupta 
and Singh, 2007; Carreras et al., 2008). It is noteworthy that many pesticides display hormonal 
activities and have thus been classified as endocrine disruptors. One can suggest that the pesticides 
tested in combination in our study, could interfere with hormonal regulation of lymphocyte maturation 
through their anti-androgenic or oestrogenic-like properties (Klotz et al., 1996; Okubo et al., 2004; 
Schulze and Shivdasani, 2005; Manabe et al., 2006; Cecconi et al., 2007). 
Hematopoiesis is regulated by growth factors and cytokines which upon fixation to specific membrane 
receptor induce the activation of various signalling pathways leading to the regulation of transcription 
factors coordinating an adequate cell response (i.e. cell growth, death or differentiation). Interestingly, 
we show that pesticide treatment interfere with the expression of several proteins involved in the 
control of hematopoietic cells growth and with a major signalling pathway, i.e. PI3kinase/Akt. Again, 
these effects were different in female and male.  In female mice exposed to pesticide mixture at the 
ADI concentration, C-myc and Cyclin D1 expression and PKB/Akt activity were significantly 
enhanced, while GSK3β and Pyk2 activities were down-regulated. Data from male mice showed an 
up-regulation of Cyclin D1, an inhibition of Pyk2 and contrary to female of Akt. The alteration in the 
expression of Cyclin D1 and C-myc could be involved in the observed changes of murine 
hematopoiesis upon treatment with our pesticide mixture. Indeed, Kozar (Kozar et al., 2004) have 
observed a profound multilineage hematopoietic failure (reduced CFU-M, CFU-GM, CFU-GEMM 
and BFU-E) in cyclin D deficient mice. In parallel, it has been shown that C-myc regulates the balance 
between self-renewal and differentiation of hematopoietic stem cells (Satoh et al., 2004; Wilson et al., 
2004) and has a prominent role in apoptosis of myeloid and lymphoid cells (Thompson, 1998). Akt is 
one of the major components of the PI3-kinase pathway and is commonly activated in tumours 
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(Shtilbans et al., 2008). Akt is a key regulator of survival and plays an important role in the regulation 
of cell fate choices during hematopoietic lineage commitment (Buitenhuis et al., 2008). Prevention of 
cell death is known as one of the crucial events in myeloid leukemogenesis and has impacts on genetic 
instability and acquisition of additional mutations. Among Akt substrates there are several proteins 
regulating apoptosis (Woodgett, 2005) or cell growth such as Cyclin D1 and C-myc (Gines et al., 
2003; Beurel and Jope, 2006). GSK3β is also a key player in Akt signalling. This kinase is important 
for cell response to different microenvironmental stress and is inhibited by Akt-dependent 
phosphorylation. Our data are in favour of deregulation of signalling controls in Sca-1+ hematopoietic 
progenitors isolated from mice treated by the pesticides mixture. Consistent with the functional 
differences observed between males and females, the effects of pesticides on the Akt-dependent 
responses are different in progenitors according to the sex of animals. Sexual hormones likely 
influence the signalling machinery in response to pesticide-induced cellular stress in concert with the 
various factors regulating hematopoiesis. One can hypothesize that lipid and protein phosphatase such 
as PTEN or PP2A, which are known to regulate hematopoiesis via their impact on the PI3K/Akt 
pathway (Yilmaz et al., 2006), could be affected by pesticide treatment.  The lipid phosphatase activity 
of PTEN is known to be regulated by oxidation (Ross et al., 2007). As pesticides could exert a pro-
oxydative (Ledirac et al., 2005) that may act on the PI3K pathway by down regulating PTEN activity.  
Pyk2, a proline-rich tyrosine kinase primary expressed in neuronal and hematopoietic tissues, is 
proposed to play an important role in signal transduction of macrophages (Okigaki et al., 2003). It has 
also been shown that up-regulation of Pyk2 gene is functionally important for monocytic 
differentiation (Park et al., 2008). Thus, down-regulation of activated Pyk2 in Sca-1+ of female treated 
mice may be linked to the decrease of macrophages number compared to control. Moreover, there is 
evidence suggesting that phosphorylation of Pyk2 is dependent of the activation of PI3K and that it 
may be implicated in the integrin-mediated regulation of the proliferation and differentiation of the 
hematopoietic progenitors (Dylla et al., 2004; Melikova et al., 2004). 
Our pioneering study of the in vivo effect of a mixture of pesticides at low doses for a short time 
period of exposure shows that the hematopoietic system is sensitive to these environmental factors 
which affect essential components of cell signalling and functional response. Altogether, our results 
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indicate that the effects of pesticide mixtures at the ADI merit special attention. Further studies are in 
progress in our laboratory to characterize the molecular mechanisms supporting the changes observed 
here in a sex dependent manner and to determine whether these modifications may be linked to 
pathological processes such as myelodysplastic or myeloproliferative syndromes. 
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2.4. Discussion sur l’article 3 
Les résultats obtenus reflètent une certaine forme de dysfonctionnement de l’hématopoïèse 
mais restent encore assez descriptifs. Cependant, il s’agit là de la première étude montrant 
qu’un mélange de pesticides administré par voie orale à faibles doses peut agir en 1 mois sur 
l’hématopoïèse et moduler la signalisation cellulaire. Ces résultats peuvent laisser supposer 
que les pesticides sont capables d’exercer une pression continue sur l’hématopoïèse et par là 
même engendrer une hémopathie. Il sera donc important de poursuivre ces études afin 
d’explorer différentes pistes de recherche qui nous permettront de savoir : 
a. si la diminution simultanée des globules rouges et de la concentration de créatinine 
observée chez les souris mâles traitées est liée à un dysfonctionnement au niveau 
rénal. Pour confirmer cette hypothèse il faudra par exemple mesurer d’autres 
paramètres qui permettront de déterminer une déficience éventuelle du 
fonctionnement des tubules rénaux (e.g,  mesure de la filtration glomérulaire). 
b. si le dimorphisme sexuel observé au niveau des réponses des souris aux 
traitements peut être lié en partie aux propriétés anti-androgènes ou œstrogèno-
mimétiques de certains pesticides présents dans le mélange. En effet, une 
perturbation de la régulation des œstrogènes et/ou androgènes est connue pour 
jouer un rôle important dans la régulation de la maturation des cellules 
hématopoïétiques, en particulier les lymphocytes.  
c. si les perturbations moléculaires observées sont en relation avec les modifications 
retrouvées au cours de la transformation cellulaire. Il serait important d’examiner 
au niveau du système hématopoïétique d’autres paramètres qui permettront de 
déterminer avec plus de précision la nature et la sévérité des perturbations 
observées (études de génotoxicité par exemple) et la possibilité de la mise en place 
de phénomènes de développement de pathologies hématopoïétiques malignes. 
d. Il serait important de mieux étayer la nature de l’activation de la voie de 
signalisation PKB/Akt pour déterminer avec certitude si cet effet est lié à une 
activation de la voie PI3K. Il serait par exemple intéressant d’utiliser un inhibiteur 
de cette voie, telles que la quercétine ou la wortmannine, et regarder si p-Akt reste 
surexprimée après une exposition au mélange des pesticides. De plus, il serait 
intéressant d’examiner l’activité de la phosphatase PTEN pour savoir s’il existe 
une perturbation de cette voie qui pourrait être à l’origine de l’activation de la voie 
PI3K. Nous pouvons par exemple étudier l’expression de cette protéine par des 
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techniques classiques (Western blot par exemple) ou déterminer, par des tests de 
génotoxicité la présence d’une éventuelle mutation de cette protéine. D’autre part, 
comme nous l’avons précédemment décrit, la protéine MDM2, responsable de la 
dégradation du gène suppresseur des tumeurs p53, peut être activée par la p-Akt 
(Cf. paragraphe (III.3.1.2.2.) du Chapitre 1 de la Partie 2). Il serait intéressant 
d’examiner l’expression de cette protéine pour mieux comprendre les 
conséquences de l’effet des pesticides à long terme. Des modèles de souris Knock-
out à certains facteurs de transcription (β-caténine ou FOXO) pourraient également 
contribuer à une meilleure compréhension du mécanisme d’action des pesticides. 
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IV. Conclusion générale sur l’impact des mélanges de pesticides 
sur l’hématopoïèse chez la souris 
La toxicité des pesticides vis-à-vis du système hématopoïétique a été révélée en premier par 
les études épidémiologiques effectuées dans les populations professionnellement exposées. 
Les propriétés de prolifération continue et de différenciation en plusieurs types de cellules du 
système hématopoïétique font de ce système une cible fragile vis à vis de la toxicité des 
xénobiotiques. En outre, la moelle osseuse est connue comme l'un des tissus les plus sensibles 
aux agents cytotoxiques qui y aboutissent par l'intermédiaire de la circulation (Bloom, 1993). 
Il est à noter que le tissu osseux environnant a une grande capacité de stockage pour les 
composés inorganiques alors que le tissu adipeux dans la moelle osseuse peut accumuler des 
substances lipophiles. Ainsi, les pesticides (ingérés, inhalés ou absorbés par la peau), ou leurs 
métabolites, peuvent parvenir au niveau de la moelle osseuse, s’y accumuler et provoquer des 
perturbations de l’hématopoïèse. L’objectif de nos études était de tester l’effet sur 
l’hématopoïèse de l’exposition par voie orale à des mélanges de pesticides qui mimeraient 
ceux auxquels sont exposés les consommateurs via l’alimentation.  
Pour réaliser ce travail nous avons utilisé comme modèle la moelle osseuse de souris 
considérée comme étant le modèle le plus connu et le plus proche du système 
hématopoïétique humain et classiquement utilisé pour déterminer l’hématotoxicité de 
nouveaux produits chimiques et médicaments.  
Nous avons testé deux mélanges de pesticides : un mélange de 11 pesticides (11P) et un 
mélange de 6 pesticides (6P). Le mélange 6P comprenait 4 des pesticides du mélange 11P 
(associés principalement à des cancers hématopoïétiques) auxquels nous avons ajouté deux 
molécules (Captane et Mancozèbe). Le Mancozèbe appartient à la même famille que le 
Manèbe (éthylène-bis-dithiocarbamate) présent dans le mélange 11P et les deux fongicides 
sont en général utilisés simultanément sur les cultures. Le Captane, un fongicide très 
fréquemment utilisé sur les arbres fruitiers (surtout pommes, poires), est classé comme 
« potentiellement cancérigène »  (groupe 3 du CIRC et B2 de l’EPA) (IARC, 1983; Quest et 
al., 1993) et son utilisation professionnelle a été associée à l’apparition de leucémies (Mills, 
1998). Toutefois, les 3 grandes classes de pesticides (herbicides, fongicides et insecticides) 
sont représentées dans les deux mélanges.  
Globalement, nous avons observé une perturbation de la prolifération et de la différenciation 
des progéniteurs hématopoïétiques de la moelle osseuse murine quel que soit le mélange testé 
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(11P et 6P). Les voies de signalisation cellulaire n’étaient pas examinées en présence du 
mélange 11P. Bien que le dimorphisme sexuel dans la réponse au traitement soit observé avec 
les deux mélanges, il est plus accentué avec le mélange 11P en ce qui concerne la 
prolifération des progéniteurs hématopoïétiques in vitro. Ceci pourrait être expliqué par la 
présence d’un plus grand nombre de molécules agissant comme perturbateurs endocriniens 
dans le mélange 11P (Alachlore, Atrazine, Dicofol, Endosulfan, procymidone, Manèbe) en 
comparaison avec le mélange 6P (Alachlore, Endosulfan, Manèbe, Mancozèbe). D’autre part, 
il est à noter que l’effet du traitement avec le mélange 11P chez les souris mâles était 
notamment observé à la dose la plus faible correspondant à la DJA/100. Ceci souligne 
d’avantage l’importance et la complexité de l’interaction des mélanges à faibles doses. 
Nos résultats indiquent que les effets des mélanges de pesticides à la DJA méritent une 
attention particulière. Ces résultats confirment ceux d'autres études qui ont montré que 
l'exposition à un mélange de produits chimiques pourrait augmenter les effets toxiques sur les 
cellules de la moelle osseuse. Une étude a montré que, bien que l'exposition orale chronique 
de souris à un mélange de deux pesticides (Alachlore et Atrazine) entraîne une augmentation 
significative des dommages cytogénétiques au niveau des cellules de la moelle osseuse, aucun 
effet n’était observé en présence de chacun des deux herbicides testé séparément (Meisner et 
al., 1992). De plus, il a été montré qu’une exposition de souris C57BL/6 in vivo à un mélange 
de Propanil et de 2,4-D (deux herbicides pouvant être commercialisés sous forme d’un 
mélange) avait des effets toxiques sur des cellules de la moelle osseuse (cellules pré-B et 
B/IgM +) plus importants que les mêmes herbicides testés séparément (de la Rosa et al., 
2003). 
Des études complémentaires portant sur l’analyse par Résonance Magnétique Nucléaire 
(RMN) des réponses métaboliques de foies et cerveaux de souris montrent que d’autres 
systèmes biologiques peuvent être perturbés même lorsque l’exposition in vivo concerne des 
faibles doses. L’analyse par RMN 1H des composants du métabolisme de ces deux tissus 
associée à des méthodes statistiques multi-variées (ACP, AFD, ANOVA, …) permettent de 
rendre compte de perturbations métaboliques éventuelles. Ces analyses ont été réalisées 
(collaboration avec Dr Canlet C. de la plateforme AXIOMM et Mlle Coralin S., étudiante en 
master) sur des extraits aqueux et lipidiques de foies et de cerveaux provenant des souris de 
nos expériences, exposées in vivo à l’un des deux mélanges de pesticides (11P et 6P décrits 
précédemment). Globalement, les résultats ont montré que l’exposition aux mélanges de 
pesticides entraînait, au niveau des deux tissus étudiés, des modifications des paramètres 
métaboliques permettant une séparation de groupes d’animaux d’une part selon le sexe et 
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Figure 26 : Analyse du profil métabolique chez des souris exposées in vivo aux mélanges 
de pesticides. 
 
(A) AFD (analyse factorielle discriminante) sur 37 variables les plus significativement 
affectées au niveau d’extraits aqueux  du foie chez les souris exposées au mélange de 
11 pesticides. 
(B) AFD sur 70 variables les plus significativement affectées au niveau d’extraits aqueux 
du foie chez les souris exposées au mélange de 6 pesticides. 
(C) AFD sur 13 variables les plus significativement affectées au niveau d’extraits aqueux 
du cerveau chez les souris exposées au mélange de 6 pesticides.  
 
Nous remarquons une séparation des groupes en fonction du sexe (axe horizontal ou axe 1) et 
en fonction de la dose du traitement (axe vertical ou axe 2). La figure A montre qu’une forte 
séparation selon l’axe 2 est particulièrement observée entre les souris traitées à la plus faible 
dose DJA/100 du mélange de 11 pesticides et les souris témoins (A). 
Dans la figure B nous observons une séparation nette des lots d’animaux selon le traitement 
(axe 2) avec le mélange 6 pesticides à la DJA ou avec le véhicule. 
La figure C montre qu’une séparation entre les groupes d’animaux (selon le traitement et le 
sexe) existe également au niveau du cerveau dans le cas du traitement avec le mélange de 6 
pesticides (moins nette qu’au niveau du foie). 
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d’autre part selon le traitement (Figure 26). L’analyse structurale par RMN des variables les 
plus impliquées dans la séparation des groupes, a permis d’identifier les métabolites les plus 
significativement affectés et d’avoir ainsi une orientation vers les voies métaboliques ou 
physiologiques potentiellement perturbées.  
La figure 26 montre les résultats observés au niveau des extraits aqueux de foies (Figures A et 
B) et cerveaux (Figure C) des souris. En présence du mélange 11P, la séparation des groupes 
d’animaux était plus importante à la DJA/100 ce qui indique l’initiation d’une perturbation 
métabolique dès l’exposition aux faibles doses. Les métabolites associés aux variables les plus 
significativement modifiées sont représentés en annexes (sous forme de tableaux). 
L’ensemble de ces résultats préliminaires semble indiquer une modification de la voie de la 
néoglucogénèse hépatique (e.g, phénylalanine, glycogène) et une accumulation de marqueurs 
spécifiques des atteintes neurotoxiques (e.g, gutamine) (qui pourraient être impliquées dans 
des processus de développement de pathologies neurodégénératives) (Cf. annexes 1, 2 et 3). 
En conclusion, cette approche globale a permis de montrer que l’effet d’une exposition in vivo 
à des mélanges de pesticides à faibles doses pourrait se traduire par des perturbations 
métaboliques affectant différents systèmes biologiques. Il reste à déterminer si ces 
perturbations pourront aboutir à des pathologies irréversibles ou si les systèmes biologiques 
pourront à long terme développer des défenses ou des adaptations à ces effets.  
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De nombreuses substances chimiques se mélangent dans l’environnement, mais 
s’additionnent-elles ou se contrecarrent-elles? Ces cocktails de composés omniprésents dans 
l’air que nous respirons ainsi que dans l’eau et les aliments que nous consommons, peuvent-
ils avoir un impact sur notre santé? Malheureusement, à l’heure actuelle, les réponses à toutes 
ces questions restent confuses, les connaissances permettant de répondre étant insuffisantes. 
Parmi les contaminants environnementaux, les pesticides font partie des facteurs de risque 
pour l’homme et l’exposition à ces composés est suspectée d’augmenter l’incidence de 
certains cancers, d’affecter l’immunité et d’induire des perturbations du fonctionnement 
hormonal. La plausibilité d’un lien entre les pesticides et la santé est illustrée par les études 
épidémiologiques dans les populations professionnellement exposées. Cependant, le 
consommateur est lui aussi exposé à ces composés essentiellement via l’alimentation. 
L’augmentation importante, dans la population générale, de certains cancers, pour lesquels il 
existe un lien étroit avec l’utilisation de pesticides, pose la question de savoir quel peut être 
l’impact des pesticides lorsqu’ils sont apportés quotidiennement et à long terme (toute une 
vie), à faibles doses et en mélanges. L’accent est mis aujourd’hui sur les interactions entre les 
faibles doses de ces contaminants. En revanche, les études de l’activité de mélanges de 
pesticides sont relativement rares en raison de la difficulté, la complexité et l’ambigüité 
entourant cette notion de mélange (Simmons, 1995; el-Masri et al., 1997).  
Le principal objectif de mon travail de thèse était d’étudier l’effet de mélanges de pesticides 
à faibles doses tels qu’ils peuvent être apportés via l’alimentation. Les travaux présentés dans 
ce manuscrit permettent donc d’apporter quelques éléments de réponse. 
Pour atteindre nos objectifs, il était nécessaire de mettre en œuvre différentes techniques 
relevant de la culture cellulaire (ensemencement, traitements et comptages cellulaires), de la 
biochimie (dosages protéiques et enzymatiques) et de la biologie (cytométrie de flux, 
Antibody arrays, western blot) mais également des techniques statistiques (Méta-analyse, 
analyse des Abarrays). Dans nos modèles, tous les cocktails de pesticides testés ont exercé des 
effets cellulaires et moléculaires après un traitement relativement court (1 mois chez l’animal, 
2 semaines sur les cellules in vitro) avec des doses faibles.  
Une des principales limites de nos études est l’état plutôt descriptif des résultats, lié pour 
beaucoup, au temps qui nous était impartis, 3 années,  pour mettre en place, au laboratoire, la 
démarche conceptuelle ainsi que les approches techniques pour la développer. Nous avons 
encore besoin de temps pour explorer différentes pistes de recherche qui nous permettront de 
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mieux évaluer et expliquer les phénomènes observés pendant ces 3 années. Les perspectives 
de ces travaux sont donc nombreuses et concernent les points suivants :  
 
 Le mécanisme d’action de la toxicité cellulaire in vitro :  
Bien que les méthodes utilisées in vitro aient permis l’observation d’un effet dû à 
l’exposition aux pesticides, elles ne renseignent pas de façon rigoureuse sur le mécanisme 
d’action de ces substances ni sur la nature de ces effets c'est-à-dire par exemple les cibles 
affectées (ADN, protéines ou voies de signalisation, …), ni sur la gravité des effets 
(réversibilité, adaptabilité cellulaire). Ainsi, il serait nécessaire d’aborder d’autres approches 
afin de mieux comprendre l’effet des pesticides testés et d’essayer aussi d’établir des 
marqueurs d’effets dans notre modèle. Il serait également intéressant de tester des cocktails 
sur des lignées possédant des capacités métaboliques différentes et faire la relation 
métabolisme/effets. 
 
 Le mécanisme d’action de l’effet des pesticides sur l’hématopoïèse :  
Il serait intéressant de prolonger la durée d’exposition des animaux afin de savoir si les 
perturbations fonctionnelles et moléculaires observées pourraient aboutir à l’apparition d’une 
pathologie hématopoïétique au niveau du système myéloïde. En parallèle, des études plus 
approfondies (étude de génotoxicité, comme par exemple l’utilisation d’un test de « comet » 
pour la recherche d’un dommage à l’ADN (Das et al., 2007), ou des études de biologie 
moléculaire) permettront de savoir si une atteinte de l’ADN serait déclenchée de façon directe 
(formation d’adduits ou de cassures simples ou doubles brins) ou indirecte (dérégulation de 
facteurs de transcription via les voies de signalisation affectées) suite à l’exposition aux 
mélanges de pesticides, et de conclure ainsi sur la possibilité d’un lien direct avec le 
développement de pathologies comme le cancer.  
 
 Le phénomène de dimorphisme sexuel :  
Certains pesticides sont des perturbateurs endocriniens (e.g, Endosulfan, Procymidone, 
comme nous l’avons décrit dans le paragraphe II.2 du Chapitre 1 de la Partie 1) et peuvent 
entraîner une dérégulation des hormones stéroïdiennes qui, selon plusieurs études, auront une 
influence sur les mécanismes de différenciation et la prolifération des progéniteurs 
hématopoïétiques (Thurmond et al., 2000; Ishimi et al., 2002; Shim et al., 2003). Il serait 
alors intéressant d’étudier l’effet des pesticides perturbateurs endocriniens de nos mélanges 
sur l’hématopoïèse ou bien de les tester en combinaison avec d’autres perturbateurs 
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endocriniens (e.g, Bisphénol A) dans le but de comprendre la différence des effets selon le 
sexe.  
 
 La présence des pesticides dans la moelle osseuse :  
Plusieurs questions sont posées. Les pesticides administrés par voie orale parviennent-ils à 
la moelle osseuse ? Sous quelle(s) forme(s) ? Y sont-ils stockés et/ou métabolisés et 
comment agissent-ils à ce niveau ? Pour répondre à ces questions, il serait intéressant 
d’essayer de doser les pesticides dans la moelle osseuse et d’y déterminer la présence 
éventuelle de métabolites. Ceci nous permettra également de savoir si l’effet observé est 
attribuable à l’ensemble des composés ou à une substance spécifique. 
 
 Le développement d’approches complémentaires pour approfondir l’étude in vivo  
L’approche métabonomique permet d’étudier la réponse systémique des animaux exposés in 
vivo aux stimuli physiopathologiques induits par des xénobiotiques. Il serait intéressant 
d’appliquer cette thématique sur la moelle osseuse des souris traitées et de poursuivre les 
études initiées. 
D’autre part, il serait intéressant d’aborder certaines méthodes de recherche de marqueurs 
d’effet comme par exemple, la détermination d’adduits aux protéines dans la moelle osseuse 
ou autres organes hématopoïétiques (rate, foie ou thymus). En effet, certains adduits aux 
protéines ont été observés au niveau du cerveau et du thymus en présence d’un mélange de 
pesticides organophosphorés (Carter et al., 2007). 
 
 L’estimation de l’exposition et le choix des mélanges à tester :  
Il serait intéressant d’améliorer le choix des mélanges de pesticides à tester. Nous pouvons 
par exemple nous baser sur certaines études qui mimeront au plus près la réalité de 
l’exposition des consommateurs comme les études de type « market basket survey » qui 
permettent d’estimer l’exposition du consommateur pendant une période définie. Ces études 
sont faites auprès des ménages dans le but de déterminer le type et la quantité de nourriture 
consommée et consistent également à analyser, en parallèle, la quantité de résidus dans ces 
aliments (Dogheim et al., 1996; Urieta et al., 1996; Gaido et al., 1998; Newsome et al., 2000; 
Radwan and Salama, 2006). Cependant, il reste difficile d’estimer avec fiabilité l’exposition 
réelle de la population sachant que les différentes méthodes de cuisiner et de manger les fruits 
et légumes (laver, éplucher, méthodes de cuisson ou pas) pourraient modifier la composition, 
la nature et la teneur en composés chimiques.  
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Par ailleurs, d’autres méthodes intéressantes sont actuellement développées dans un but de 
déterminer les groupes de pesticides à étudier en priorité et, parmi lesquelles, certaines sont 
basées sur des calculs mathématiques croisant par exemple des données d’exposition avec des 
données de risque toxicologique (Vigouroux-Villard, 2006). 
D’autre part, il ne faut pas exclure l’intérêt de tester des pesticides actuellement retirés du 
marché puisque certains composés peuvent éventuellement avoir des propriétés de persistance 
dans l’environnement (e.g, Atrazine) ou de bioaccumulation (e.g, Endosulfan).  
 
 L’association des pesticides à d’autres contaminants de l’environnement 
Outre la grande variété de mélanges de résidus de pesticides présents dans l’alimentation, 
pouvant changer quantitativement et qualitativement dans le temps, la possibilité de présence 
d’autres contaminants de l’environnement (plastiques, HAP, etc.) rend le phénomène plus 
difficile à étudier ; ces contaminants pouvant interagir avec les pesticides en augmentant ou 
diminuant leur toxicité et inversement. Il est par conséquent très difficile d’établir le mélange 
« parfait » qui présentera d’une façon complète l’exposition réelle des consommateurs via 
l’alimentation. L’association avec des contaminants environnementaux serait donc 
indispensable pour mimer au mieux l’exposition réelle et prévoir les risques réels pour la 
santé.  
 
 Le risque de l’exposition aux pesticides chez les enfants  
Il est bien connu que les enfants représentent un groupe à risque relativement élevé quant à 
l’exposition aux pesticides. De plus, le rôle de ces composés dans la survenue des cancers de 
l’enfant a fait l’objet d’un nombre croissant d’études épidémiologiques depuis la dernière 
décennie. Il était nécessaire de tirer une synthèse globale de l’ensemble des données 
disponibles et de déterminer la fenêtre d’exposition la plus critique. Nous avons donc 
regroupé un ensemble d’études épidémiologiques (publiées entre 1985 et 2007) relatives à 
l’impact d’une exposition directe ou indirecte (via les parents) des enfants sur le risque de 
développer des cancers (tous les types) et nous avons réalisé une méta-analyse dont nous 
présentons les résultats préliminaires.  
Nous avons calculé un méta-OR global concernant tous les types de cancers et des méta-OR 
spécifiques de chaque type ou sous-type de cancer tel qu’il était cité par les auteurs 
(lymphomes non hodgkiniens, leucémie, cancers du cerveau, cancers des cellules germinales, 
cancers des reins, sarcomes d’Ewing, maladie de Hodgkin, neuroblastomes, leucémies aiguës 
lymphoblastiques et/ou non lymphoblastiques). Les résultats préliminaires de cette méta-
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analyse montrent qu’une exposition aux pesticides est liée à une augmentation de 10% du 
risque de développer des cancers chez l’enfant (overall-OR= 1,10 ; 95% IC : 1,02-1,17). Les 
résultats des analyses de stratification en sous-types de maladies montrent une augmentation 
très importante des leucémies (OR= 1,49 ; 95% IC : 1,27-1,71), des lymphomes non 
hodgkiniens (OR= 1,42 ; 95% IC : 1,14-1,71), et des sarcomes d’Ewing (OR= 2,10 ; 95% IC : 
1,57-3,63). Ensuite, des analyses plus précises réalisées en fonction du i) type d’exposition : 
directe (enfant) et indirecte (mère ou père ou les deux), et de ii) la période d’exposition : 
avant la conception, pendant la grossesse (in utero) ou après la naissance, montrent que seule 
l’exposition indirecte était liée à l’augmentation des cancers. Plus précisément, nos résultats 
préliminaires montrent que l’exposition indirecte est liée à une augmentation de 10% de 
l’ensemble des cancers (overall-OR= 1,10 ; 95% IC : 1,02-1,18), de 66% des leucémies 
(OR=1,66 ; 95% IC : 1,40-1,92), de 40% des lymphomes non hodgkiniens (OR= 1,40 ; 95% 
IC : 1,06-1,74), et qu’elle est associée à un risque très important de développer des sarcomes 
d’Ewing (OR= 2,35 ; 95% IC : 1,83-2,86). De plus, des analyses plus étayées ont permis de 
montrer l’importance de l’exposition maternelle aux pesticides puisqu’elle est associée à une 
augmentation de 30% de l’ensemble des cancers (OR=1.30 ; 95% IC : 1,13-1,46) et de 92% 
des leucémies (OR= 1,92 ; 95% IC : 1,50-2,34) de la descendance. Aucune relation 
significative n’était observée dans le cas d’exposition paternelle dans notre étude. Pour 
l’ensemble des cancers, la période d’exposition « prénatale » semblerait la plus critique dans 
le sens ou elle a présenté une augmentation de 36% de tous les cancers (OR= 1,36 ; 95% IC : 
1,12-1,60) et de 79% des leucémies (OR= 1,79 ; 95% IC : 1,31-2,27). 
Ces résultats préliminaires seront prochainement soumis à publication. Il serait intéressant de 
tester in vivo les hypothèses qu’ils soulèvent. 
 
Conclusion 
La démonstration d’un lien de causalité entre l’exposition aux pesticides et la présence d’un 
impact sur la santé chez l’homme pourrait être apportée par des études comparatives entre des 
populations ayant une alimentation conventionnelle et biologique. D’ailleurs, selon deux 
études réalisées au Danemark, une meilleure qualité du sperme était observée chez les 
hommes ayant une alimentation biologique par rapport à des hommes se nourrissant avec des 
aliments conventionnels (Jensen et al., 1996; Juhler et al., 1999). En réalité, de telles études 
sont très difficiles à réaliser d’une façon rigoureuse et contrôlée ; elles nécessiteront un suivi 
assez prolongé (pendant plusieurs décennies ou générations) et l’implication d’un grand 
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nombre de personnes ayant des régimes alimentaires identiques mais comportant une 
alimentation biologique ou des aliments conventionnels. 
Au cours de ces trois années de thèse, nous avons pu associer des approches expérimentales 
et des approches statistiques afin d’aborder la problématique des effets des mélanges de 
pesticides. Nous avons montré que certains mélanges de pesticides à des faibles doses sont 
capables d’exercer des effets in vitro et in vivo. Cependant, les résultats de ces études ne 
peuvent être généralisés ni à l’homme, ni à l’ensemble des molécules (pesticides et autres 
contaminants) présents dans l’environnement. D’autres études seront donc nécessaires pour 
confirmer les hypothèses soulevées au cours de nos travaux. 
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Annexes 
 Annexe 1 : Foie de souris traitées avec le mélange de 6 pesticides : Corrélations des 
variables avec les axes factoriels. 
Contribution des axes Variables 
(en ppm) Axe 1 (sexe) 
Axe 2 
(dose) 
Axe 3 
(dose) 
Métabolites  
(extraits aqueux) 
1,02 0,248 0,43 -0,281 ↑ Isoleucine 
1,34 0,443 0,279 -0,122 Lactate 
1,46 -0,45 0,224 -0,133 Alanine 
1,5 -0,514 0,246 -0,02 Alanine 
2,58 -0,43 0,152 -0,362 glutathion 
3,26 -0,426 -0,582 -0,104 ↓ taurine 
3,42 -0,39 -0,576 -0,22 ↓ taurine 
5,42 0,171 -0,136 0,422 ↑ glycogène 
6,9 -0,237 0,458 -0,277 ↑ tyrosine 
7,1 0,288 0,457 -0,321 ↑ histidine 
7,18 0,253 0,484 -0,357 ↑ tyrosine 
7,22 0,122 0,404 -0,43 ↑ tyrosine 
7,42 -0,003 0,469 -0,1 ↑ Phenylalanine 
7,46 0,3 0,521 -0,042 ↑ Phenylalanine 
8,18 -0,454 -0,153 -0,241 inosine 
8,22 -0,532 -0,225 -0,254 inosine 
 
 
 
 
Annexe 2 : Cerveau de souris traitées avec le mélange de 6 pesticides : Corrélations  
des variables avec les axes factoriels. 
Contribution des axes Variables 
(en ppm) Axe 1 (sexe) 
Axe 2 
(dose) 
Axe 3 
(dose) 
Métabolites  
(extraits aqueux) 
2,12 -0,687 0,185 0,0517 glutamate 
2,16 -0,654 0,475 -0,145 ↑ Glutamine 
2,36 -0,599 0,38 0,107 Glutamate 
2,44 -0,69 0,264 -0,089 Glutamine 
2,48 -0,534 0,181 -0,214 Glutamine 
3,2 0,429 -0,524 0,347 ↓ Choline 
3,44 0,52 0,398 -0,249 taurine 
3,96 -0,649 0,086 -0,037 créatine 
0,92 0,054 -0,618 -0,003 ↓ Isoleucine 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Annexe 3 : Foie de souris traitées avec le mélange de 11 pesticides : Corrélations des 
variables avec les axes factoriels. 
Contribution des axes Variables 
(en ppm) Axe 1 (sexe) Axe 2 (dose) Axe 3 (dose) 
Métabolites  
(extraits aqueux) 
0,94 -0,624 0,271 -0,021 isoleucine 
1,34 0,642 0,14 0,155 Lactate 
1,9 0,434 -0,591 -0,304 ↓ acétate 
2,18 0,627 -0,362 0,06 glutathion/glutamine/glutamate 
2,38 -0,63 0,299 0,169 glutamate 
2,42 -0,439 0,418 -0,003 glutamine 
2,5 -0,593 0,441 0,059 glutathion 
2,54 0,592 -0,41 0,006 glutathion 
2,94 -0,613 0,226 -0,105 glutathion 
2,98 0,588 -0,348 -0,032 glutathion 
3,3 0,562 -0,52 -0,079 ↓ glutathion 
3,78 0,551 -0,385 0,109 glucose 
4,02 0,634 -0,247 -0,026 choline 
4,06 0,306 -0,579 -0,243 ↓ choline 
4,1 0,675 -0,099 0,08 Lactate 
4,14 0,514 -0,475 -0,069 Lactate 
5,94 -0,569 0,419 0,131 uridine 
6,14 0,694 -0,111 0,046 ATP ou ADP ou AMP 
6,9 -0,566 0,456 0,136 ↑ Tyrosine 
7,06 -0,653 0,331 0,11 Histidine 
7,18 -0,365 0,573 0,186 ↑ Tyrosine 
7,3 -0,419 0,506 0,175 ↑ Phenylalanine 
7,38 -0,565 0,469 0,135 ↑ Phenylalanine 
7,42 -0,475 0,496 0,32 ↑ Phenylalanine 
8,18 -0,473 0,442 -0,119 ↑ Inosine 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Annexe 4 : Spectre RMN 1H réalisé à 600 MHz d’un extrait aqueux de foie d’une souris 
mâle traitée par un mélange de 6 pesticides à la dose DJA pendant 4 semaines 
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 Annexe 5 : Représentation schématique des phases du cycle cellulaire 
 
 
 
 
Phase G1 = Gap1 ou Growth factor 1 (préparation pour la synthèse d’ADN) 
Phase S = Synthèse d’ADN (réplication du chromosome) 
Phase G2 = Gap2 ou Growth factor 2 (préparation pour la mitose) 
Phase M = Mitose (division cellulaire) 
Phase G0 = Etat de quiescence (ou de repos ; cellules qui ne se divisent pas) 
 
 
 
 
 
Annexe 6 : Exemple des résultats obtenus après analyse par cytométrie de flux des 
cellules Caco2 témoins et traitées par un mélange des pesticides  
 
 
 
Le pic observé dans la phase Sub-G0/G1 des cellules traitées indique la présence de cellules 
apoptotiques en présence du mélange des pesticides.   
Apoptose 
Cellules traitées 
Sub-G0/G1 
G0/G1 
G2/M 
S 
Témoin 
ETUDE DE L’IMPACT DE L’EXPOSITION A DES MELANGES DE PESTICIDES A FAIBLES  DOSES : 
CARACTERISATION DES EFFETS SUR DES LIGNEES CELLULAIRES HUMAINES ET SUR LE 
SYSTEME HEMATOPOÏETIQUE MURIN 
RESUME 
Les pesticides sont des composés chimiques utilisés pour lutter contre des organismes considérés nuisibles dans 
l’agriculture et également dans d’autres secteurs (industries, collectivités territoriales, usage domestique). Les 
pesticides sont omniprésents dans l’environnement et l’exposition à ces composés est suspectée d’augmenter 
l’incidence de certaines pathologies telles que les cancers. A l’heure actuelle, l’exposition du consommateur à 
des mélanges de pesticides via l’alimentation suscite un intérêt croissant. Cependant, les connaissances en 
matière d’effets combinés des pesticides à des faibles doses sont encore très lacunaires. Au cours de nos études, 
nous avons tenté d’apporter des éléments de réponse en testant l’effet de mélanges de pesticides à des faibles 
doses tels qu’ils peuvent être apportés via l’alimentation, d’une part in vitro sur des cellules d’origine intestinale 
humaine et d’autre part sur le système hématopoïétique de souris exposées in vivo. Le développement de 
techniques appropriées relevant de la biochimie (dosages protéiques et enzymatiques), de la biologie (culture 
cellulaire, comptages, cytométrie de flux, Antibody arrays, western blot) et également des approches statistiques 
(Méta-analyse) nous a permis d’apporter des arguments sur la plausibilité d’une relation entre l’exposition aux 
pesticides et la santé. De plus, nos travaux ont ouvert différentes pistes de recherches relatives aux possibles 
mécanismes d’action de ces substances en mélange. 
 
Mots clés : Pesticides, mélanges, faibles doses, cellules humaines, in vitro, souris, in vivo, hématopoïèse, 
progéniteurs hématopoïétiques, Antibody arrays, signalisation cellulaire. 
 
 
 
STUDY OF IMPACTS OF EXPOSURE TO PESTICIDES MIXTURE AT LOW DOSES: 
CHARACTERISATION OF THE EFFECTS ON HUMAN CELL LINES AND ON MURINE 
HEMATOPOIETIC SYSTEM 
SUMMARY 
Pesticides are a heterogeneous group of chemicals widely used for agricultural, domestic and industrial purposes. 
Omnipresent in the environment, these compounds are of major concern for public health. The general 
population exposure through food intake usually consists in a combination of many compounds at low doses. 
However, few studies have examined the effects of such exposure on biological systems. We tested the impact of 
pesticide mixtures at levels that mimic the consumer’s real exposure through the diet, on human intestinal cells 
in vitro and on the hematopoietic system of mice exposed in vivo. The use of biochemical and biological (cell 
culture, flow cytometry, antibody array and western blot) assays and of statistical approaches (Meta-analysis) 
allowed us to argue possible correlation between pesticides and health. Moreover, many modes of action of 
pesticides in mixture are suggested and more studies are needed to investigate these effects in details. 
 
Key words: Pesticides, mixture, low doses, human cells, in vitro, mice, in vivo, hematopoiesis, hematopoietic 
progenitors, Antibody arrays, cell signalling. 
